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ZUSAMMENFASSUNG
EFFIZIENZ DER GENTHERAPIE MIT ADENOVIRALEN VEKTOREN BEI
ORNITHINTRANSCARBAMYLASE–DEFIZIENTEN MA¨USEN IN ABHA¨NGIGKEIT
VON DER OTC–LEADERSEQUENZ
Bendiks, Meike
Die Effizienz einer somatischen Gentherapie des Ornithintranscarbamylase–Mangels mit
adenoviralen Vektoren wird am Modell der spf ash–Maus untersucht. Besondere Beru¨cksich-
tigung erfa¨hrt dabei die Abha¨ngigkeit der mitochondrialen Importkapazita¨t der transgenen
OTC von spezies–spezifischen Unterschieden in der Leadersequenz.
Im Wistar Institute, Philadelphia, USA, transfizierten Ye et al. spf ash–Ma¨use mit Virusvek-
toren, die das komplette OTC–Transgen der Maus (Ad.mOTC), des Menschen (Ad.hOTC)
oder Hybride mit vertauschten Leadersequenzen (Ad.m–hOTC, Ad.h–mOTC) enthielten. In
der vorliegenden Arbeit wird auf Gefrierschnitten des Lebergewebes von Kontrollma¨usen,
unbehandelten und transfizierten spf ash–Ma¨usen die intrazellula¨re Verteilung von OTC,
CPS I und ATPase(c) immunelektronenmikroskopisch dargestellt und morphometrisch
quantifiziert. Die Gewebeproben stellte das Wistar Institute zur Verfu¨gung.
Die mit Ad.mOTC oder Ad.m–hOTC behandelten spf ash–Ma¨use zeigen einen Anstieg der
mitochondrialen OTC–Konzentration auf das Doppelte gegenu¨ber den Kontrollma¨usen und
auf das Neunfache gegenu¨ber den unbehandelten spf ash–Ma¨usen. Dieser Effekt wird mit
Ad.hOTC und Ad.h–mOTC nicht erreicht. Die Bestimmung der mitochondrialen CPS I–
Konzentration bei den unbehandelten spf ash–Ma¨usen ergibt einen Anstieg gegenu¨ber den
Kontrollma¨usen, der sich durch die Behandlung mit Ad.mOTC verringert. Der mitochon-
driale ATPase(c)–Gehalt ist in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen deutlich erniedrigt und
la¨sst sich durch die Gentherapie mit Ad.mOTC auf den Wert der Kontrollma¨use anheben.
Die Ergebnisse dieser In-vivo-Studie zeigen, dass die transgene OTC sehr effizient in die
Mitochondrien von spf ash–Hepatozyten importiert wird und die Voraussetzung fu¨r eine
metabolische Korrektur des OTC–Mangels gegeben ist. Der gentherapeutische Erfolg ha¨ngt
jedoch entscheidend von spezies–spezifischen Unterschieden in der Leadersequenz ab.
Tag der mu¨ndlichen Pru¨fung: 2. Oktober 2003
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Kapitel 1
Einleitung
Der Ornithintranscarbamylase–Mangel (OTC–Mangel) stellt zur Zeit immer noch eine
große therapeutische Herausforderung dar. Trotz der Fortschritte in der konventionellen
symptomatischen Behandlung sind die schweren Formen des OTC–Mangels weiterhin
von einer hohen Letalita¨t von 75 - 100% gekennzeichnet [111, 156, 178]. Die U¨berleben-
den der ersten hyperammona¨mischen Krise schweben trotz eiweißarmer Erna¨hrung und
medikamento¨ser Dauertherapie sta¨ndig in der Gefahr, eine erneute hyperammona¨mische
Episode durchzumachen. Das wiederholte Auftreten dieser Krisen fu¨hrt in fast allen
Fa¨llen zu irreversiblen neurologischen Scha¨den mit mentaler Retardierung [8, 111, 129,
156, 178]. Die Lebertransplantation als einzige bisher etablierte kurative Therapieform
stellt fu¨r einige Patienten eine Option dar [27, 156, 187]. Sie kann jedoch in der Akut-
phase nicht beliebig schnell organisiert und bei allen Patienten gleichermaßen eingesetzt
werden. Außerdem sind die Patienten nach der Lebertransplantation den Risiken einer
lebenslangen Immunsuppression ausgesetzt.
Aus der hohen Letalita¨t der Erkrankung, dem relativ ha¨ufigen Auftreten und den Gren-
zen der bisherigen Behandlungsmo¨glichkeiten ergibt sich die Notwendigkeit zur Entwick-
lung einer neuen kurativen Therapieform.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Effizienz einer Gentherapie des OTC–Mangels
mit Hilfe adenoviraler Vektoren am Modell der OTC–defizienten spf ash–Maus. Beson-
dere Beru¨cksichtigung erfahren der mitochondriale Import der anhand von Transgenen
synthetisierten OTC und die Rolle der OTC–Leadersequenz in diesem Prozess. Daru¨ber
hinaus wird die mo¨gliche Korrektur sekunda¨rer metabolischer Vera¨nderungen, die der
OTC–Mangel nach sich zieht, untersucht.
1
KAPITEL 1. EINLEITUNG 2
1.1 Harnstoffzyklus
Der in der Leber ablaufende Harnstoffzyklus hat zwei wesentliche Aufgaben. Zum einen
dient er der Entgiftung von Ammoniak (NH3), das beim Abbau von Aminosa¨uren ent-
steht. Zwei Moleku¨le NH3 werden in Form von Harnstoff fixiert und so u¨ber die Nieren
ausscheidungsfa¨hig gemacht. Zum anderen beinhaltet der Harnstoffzyklus die De–novo–
Synthese von Arginin [25, 121, 127, 103].
Hepatischer
Stickstoff-Speicher
Glutamin
Alanin
Aspartat
Glycin
Glutamat
N-Acetyl-
glutamat
Carbamyl-
phosphat
Citrullin
Citrullin
Arginino-
succinat
Arginin
Ornithin
Ornithin
Harnstoff
Urin
Aspartat
Acetyl-CoA
Mitochondrium
Cytosol
Orotsäure
Orotidin Fumarat
N-AGS
CPS
AS
AL
Arginase
N-AGS:  N-Acetylglutamat-Synthetase
CPS:      Carbamylphosphat-Synthetase
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Abbildung 1.1: Harnstoffzyklus
Am Anfang des Harnstoffzyklus entsteht aus Bicarbonat und dem aus den verschiedenen
Vorla¨uferprodukten freigesetzten Ammonium Carbamylphosphat. Diese Reaktion wird
durch das Enzym Carbamylphosphat–Synthetase (CPS) katalysiert. N–Acetylglutamat,
welches aus Glutamat und Acetyl–CoA synthetisiert wird, fungiert als allosterischer Ko-
faktor. Ihm kommt eine wichtige Rolle als Regulator des Harnstoffzyklus zu [161, 164,
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167, 185].
Das Tra¨germoleku¨l des Harnstoffzyklus ist die Aminosa¨ure Ornithin. Mit Hilfe der Orni-
thintranscarbamylase (OTC) wird im zweiten Schritt des Zyklus Carbamylphosphat auf
die α-Aminogruppe von Ornithin u¨bertragen. Es entsteht Citrullin.
Die ersten beiden Reaktionen des Harnstoffzyklus finden in der mitochondrialen Matrix
statt. Das gebildete Citrullin wird u¨ber beide mitochondriale Membranen in das Cytosol
der Zelle transportiert. Dort erfolgt die Anheftung des zweiten Ammonium–Teilchens.
Aspartat wird durch die Argininosuccinat–Synthetase an Citrullin addiert, wodurch Ar-
gininosuccinat entsteht. Es folgt die Abspaltung von Fumarat. Diese durch die Argi-
ninosuccinase katalysierte Reaktion beendet die De–novo–Synthese von Arginin. Nach
hydrolytischer Abspaltung einer Guanidino–Gruppe entstehen Isoharnstoff und Orni-
thin. Isoharnstoff tautomerisiert spontan zu Harnstoff und wird in dieser Form u¨ber die
Nieren ausgeschieden. Ornithin ist zur erneuten Aufnahme eines Carbamylphosphates
am Beginn eines neuen Harnstoffzyklus frei geworden (Abbildung 1.1) [103].
1.2 Ornithintranscarbamylase (OTC)
Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben katalysiert OTC den zweiten Reaktionsschritt des
Harnstoffzyklus in der mitochondrialen Matrix. OTC ist ein Trimer aus drei gleichen,
36 kD großen Untereinheiten und wird durch nuklea¨re DNA kodiert [126]. Das OTC–
Gen umfasst 73 kb und beinhaltet 10 Exons und 9 Introns [67, 68, 174]. Die komplette
Nukleotidsequenz des OTC–Gens und die sich daraus ergebende Aminosa¨uresequenz des
Enzyms sind von Hata et al. aufgedeckt und vero¨ffentlicht worden [67, 68]. Das Gen liegt
auf dem kurzen Arm des X–Chromosoms auf der Bande p21.1, ungefa¨hr 12 cM proximal
des Gen–Locus fu¨r die Duchenne’sche Muskeldystrophie [101, 174]. Es wird in der Leber
und der Du¨nndarm–Mucosa exprimiert [68].
Das OTC–Gen kodiert den Precursor einer OTC–Untereinheit. Der Precursor wird
an freien Ribosomen synthetisiert und posttranslational mit einer Halbwertszeit von
1− 2 Minuten in das Mitochondrium importiert (Abbildung 1.2) [25, 35, 75, 126]. Er be-
steht aus einer NH2–terminalen, 32 Aminosa¨uren umfassenden Leadersequenz und einem
322 Aminosa¨uren großen, funktionellen, zur Katalyse befa¨higten Anteil [25, 126, 174].
Die fu¨r die Leadersequenz kodierende Region wurde im Laufe der Evolution weniger
konserviert als die anderen Anteile des OTC–Gens, das heißt es liegen mehr spezies–
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spezifische Unterschiede vor. Zum Beispiel stimmen die funktionellen Anteile der OTC–
Precursoren von Mensch und Ratte zu 93% u¨berein, die kodierenden Regionen fu¨r die
Leadersequenzen jedoch nur zu 72% [25, 94]. Bei der OTC des Menschen und der Maus
gibt es eine 92,7%–ige U¨bereinstimmung mit 26 unterschiedlichen Aminosa¨uren [196].
Alleine 10 der 26 unterschiedlichen Aminosa¨uren sind in der Leadersequenz lokalisiert
[193]. Sie befinden sich in Position 3, 14, 16, 19, 20, 21, 24, 26, 29 und 31 [196].
Es konnte gezeigt werden, dass die Leadersequenz allein genu¨gend Informationen fu¨r den
Import des OTC–Precursors in das Mitochondrium entha¨lt [76, 137]. U¨ber die genauen
Abschnitte der Leadersequenz, die fu¨r den Importprozess entscheidend sind, gibt es aller-
dings verschiedene und zum Teil widerspru¨chliche Angaben. Die bislang durchgefu¨hrten
Experimente wurden an unterschiedlichen Zellsystemen durchgefu¨hrt, so dass sie schlecht
vergleichbar sind [196]. Horwich et al. [76, 78, 79] testeten die Aufnahme von mensch-
lichen OTC–Precursoren in die Mitochondrien von Ratten. Interessanterweise wurden
die menschlichen OTC–Precursoren korrekt aufgenommen und in die funktionsfa¨higen
Enzyme u¨berfu¨hrt. Der Austausch von Arginin 23, das im OTC–Precursor von Mensch,
Maus und Ratte gleichermaßen vorkommt, gegen eine neutrale Aminosa¨ure (Gly, Asn,
Ala) fu¨hrte zu einer deutlichen Abnahme der Importrate der OTC–Precursoren. Ebenso
wurde der Import durch eine Deletion der Aminosa¨uren 8-22 gesto¨rt [196]. Im Gegensatz
dazu fanden Sztul et al. [170] und Isaya et al. [84] keine Beeinflussung von Aufnahme und
Weiterverarbeitung der OTC–Precursoren durch den Austausch von Arginin 23 gegen
Glycin. Andere Forschergruppen konnten wiederum eine Blockade des mitochondrialen
Importmechanismus durch Deletion der Aminosa¨uren 1-21 [102], 8-22, 17-32 und 20-26
[53, 84] nachweisen [196].
Der durch die Leadersequenz vermittelte Import des OTC–Precursors in das Mitochon-
drium erfordert eine Reihe von molekularen Interaktionen. Nach der Ablo¨sung vom Ri-
bosom interagiert der Precursor mit lo¨slichen cytosolischen Komponenten (Chaperone
der Hsp70–Familie, humane DnaJ–Homologe, PBF (= presequence binding factor)), wel-
che ihn in einer ungefalteten, Import–kompetenten Form halten [25, 38, 130, 131, 132,
160, 172].
Als na¨chstes erfolgt der Kontakt zum Rezeptor–Komplex des Mitochondriums. Nach Bin-
dung des OTC–Precursors an den Rezeptor–Komplex wird der Precursor in ungefalteter,
extendierter Form durch einen energieabha¨ngigen Prozess durch beide Mitochondrium–
Membranen transportiert [84, 151, 183]. In der mitochondrialen Matrix folgt die proteo-
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lytische Abspaltung der Leadersequenz (Abbildung 1.2). Diese wird in zwei aufeinander
folgenden Schritten durch zwei Peptidasen, MPP (= mitochondrial processing peptidase)
und MIP (= mitochondrial intermediate peptidase), vorgenommen [72, 86, 196]. Durch
die Abspaltung von 24 Aminosa¨uren vom NH2–terminalen Ende u¨berfu¨hrt MPP den
Precursor in eine intermedia¨re Form (iOTC). Die fertige OTC–Untereinheit entsteht
durch eine zusa¨tzliche Abspaltung von 8 Aminosa¨uren vom NH2–terminalen Ende durch
MIP [86, 87, 85]. Fu¨r die Erkennung der Abspaltungsregion durch MIP scheinen die
ersten beiden Aminosa¨uren des funktionellen Precursoranteils wichtig zu sein [85, 196].
Um die volle katalytische Potenz zu erreichen, werden die OTC–Untereinheiten nach Ab-
spaltung der Leadersequenz zu einem Homotrimer zusammengelagert und gefaltet (Ab-
bildung 1.2). Diese Schritte werden durch einen Hsp60–Komplex und ein kooperierendes
Hsp10 katalysiert [25, 32, 66, 104, 120]. Kommt es nicht zur Abspaltung der Leader-
sequenz, so kann OTC nicht in die funktionelle Form u¨berfu¨hrt werden. Die Leader-
sequenz ist somit nicht nur fu¨r den Import des OTC–Precursors entscheidend, sondern
hat auch einen modulierenden Effekt auf den korrekten Umbau zum funktionsfa¨higen
Enzym [25, 84, 144].
nDNA
Zellkern
freie
Ribosomen
Mitochondrium
Leadersequenz
HWZ 1-2 min
1
2
3
4
4 Faltung
3 Zusammenlagerung der OTC-Untereinheiten
2 Abspaltung der Leadersequenz
1 Synthese des OTC-Precursors
NH2
32 AS
OTC - Precursor
322 AS
COOH
Leader-
sequenz
Cytosol
Abbildung 1.2: Synthese und mitochondrialer Import der OTC
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1.3 Ornithintranscarbamylase–Mangel
Der Ornithintranscarbamylase–Mangel (OTC–Mangel) ist der ha¨ufigste angeborene
Harnstoffzyklusdefekt mit einer Pra¨valenz von 1:40 000 bis 1:80 000 Geburten [135, 193].
Er wird X–chromosomal vererbt [25, 114, 135, 149]. Bisher sind ca. 60 Mutationen
und Polymorphismen des OTC–Gens mit großer Heterogenita¨t identifiziert worden [25,
114, 177]. Die klinische Symptomatik zeigt eine große Variationsbreite. Manifestationen
ko¨nnen in der Neonatalperiode vorkommen und schnell zum Tode fu¨hren oder erst im
spa¨teren Kindes- oder sogar Erwachsenenalter mit unterschiedlichem Schweregrad auf-
treten [25]. Die residualen OTC–Enzymaktivita¨ten variieren stark und korrelieren nicht
immer mit dem Schweregrad der klinischen Symptomatik [201].
1.3.1 Mutationen
Die große Anzahl von Mutationen kann in verschiedenen Gruppen zusammengefasst wer-
den [176, 177]. Die gro¨ßte Gruppe umfasst Deletionen eines oder mehrerer Exons, des
kompletten OTC–Gens oder noch gro¨ßerer Anteile des kurzen X–Chromosomarms sowie
Insertionen von Basenpaaren [153, 154, 169, 61, 109, 97, 143, 114]. Sie macht ca. 10 -
15% aller Mutationen aus [176]. Bei einer großen Deletion in der Region Xp21 kommt
es zum gemeinsamen Auftreten der in dieser Region kodierten Erkrankungen, z.B. von
OTC–Mangel, Glycerolkinase–Mangel und kongenitaler adrenaler Hypoplasie [143].
Punktmutationen in der Erkennungsregion fu¨r das Restriktionsenzym Taq I stellen mit
ca. 10% die zweitgro¨ßte Gruppe dar [25, 176, 114]. Besonders ha¨ufig scheint eine Muta-
tion in der Taq I–Erkennungsregion von Exon 5 aufzutreten [61, 138, 107, 108, 166].
Andere Mutationen kommen meist nur innerhalb einer betroffenen Familie vor [176].
Sie betreffen die fu¨r die korrekte Aminosa¨uresequenz des Enzyms kodierenden Exons.
Manche fu¨hren zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation oder zu einem Frameshift,
wodurch nicht funktionsfa¨hige Genprodukte entstehen. Auch Mutationen in hoch kon-
servierten Regionen, z.B. fu¨r die Carbamylphosphat–Bindungsstelle oder die Ornithin–
Bindungsstelle, haben ein defektes Genprodukt zur Folge [176, 116, 61, 60, 169, 175, 181,
48, 114, 202, 46, 69, 70].
Neben Punktmutationen in Exons, die zu einer Vera¨nderung der Aminosa¨uresequenz der
OTC fu¨hren, ko¨nnen auch Mutationen in Splicing–Regionen der Introns auftreten, die
ein inkorrektes Splicing der pra¨–mRNA nach sich ziehen. Daraus resultiert eine vermin-
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derte Menge korrekter mRNA [116, 175, 30].
Eine Zusammenstellung der bisher bekannten Mutationen findet sich in den Arbeiten
von Tuchman et al. [176, 177].
1.3.2 Pathogenese und klinische Symptomatik
Ein Defekt der OTC fu¨hrt dazu, dass im Harnstoffzyklus kein Citrullin aus Carbamyl-
phosphat und Ornithin gebildet wird. Letztendlich kann also das beim Aminosa¨ureabbau
anfallende, toxische Ammoniak nicht in Harnstoff u¨berfu¨hrt werden. Es kommt zu einer
Akkumulation von Ammoniak und Glutamin, die fu¨r die klinische Symptomatik verant-
wortlich ist [25].
Das klinische Erscheinungsbild des OTC–Mangels ist sehr variabel. In Abha¨ngigkeit
des Manifestationsalters und des Schweregrades ko¨nnen zwei Patientengruppen unter-
schieden werden: Patienten mit Manifestation in der Neonatalperiode (≤ 30 Tage) und
Patienten mit Manifestation im spa¨teren Kindes- oder Erwachsenenalter (> 30 Tage)
[25, 114].
Zur ersten Gruppe geho¨ren etwa 60% der homozygoten ma¨nnlichen Patienten [15, 113].
Diese Kinder sind meist Reifgeborene ohne pra¨natale oder intrapartale Risikofaktoren,
die bis ca. 24-72 Stunden nach der Geburt einen normalen, gesunden Eindruck ma-
chen. Danach kommt es aufgrund der starken Hyperammona¨mie zu einer schweren En-
zephalopathie. Die Symptome sind Lethargie, Trinkschwa¨che, Erbrechen, Hypothermie,
muskula¨re Hypotonie und Hyperventilation. Spa¨ter treten Somnolenz, zerebrale Krampf-
anfa¨lle, Reflexverlust und Koma auf [111, 25]. Wird die Diagnose durch Bestimmung des
Ammoniak–Spiegels im Serum nicht schnell genug gestellt, so versterben die Kinder in-
nerhalb der ersten Lebenswoche [47, 15]. Eine OTC–Restaktivita¨t in der Leber ist bei
diesen Kindern meistens nicht nachweisbar [114].
Zur heterogenen Gruppe von Patienten mit Manifestation der Krankheit im spa¨teren
Kindes- oder Erwachsenenalter geho¨ren 40% der homozygoten ma¨nnlichen Patienten,
deren Mutation im OTC–Gen nicht zu einer kompletten Herabsetzung der OTC–Enzym-
aktivita¨t gefu¨hrt hat [114, 47, 106, 199, 142, 39, 113, 136, 198, 197, 155, 41, 15]. Allerdings
sind auch Mutationen bekannt, die zwar mit einer sehr niedrigen OTC–Enzymaktivita¨t,
jedoch nur milden klinischen Symptomen einhergehen [201].
In die gleiche Gruppe geho¨ren auch etwa 10% der heterozygoten weiblichen Patientinnen
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[15]. Bei ihnen variiert der Schweregrad der Erkrankung mit dem Anteil von Hepatozyten,
in denen das aktive X–Chromosom das mutante Allel aufweist [152, 3, 8, 149, 49, 12, 47].
Dieser Anteil wird durch den Zufall bestimmt (Lyon–Hypothese, [105]).
Bei den Patienten dieser Gruppe kann es im Rahmen von ”metabolischem Stress“ wie
Infekte, Umstellung von Muttermilch auf Folgemilch, Genuss großer Mengen an Eiweiß
oder Geburt eines Kindes zu hyperammona¨mischen Krisen kommen [25, 3]. U¨ber meh-
rere Tage entwickeln die Patienten a¨hnliche Symptome wie die hyperammona¨mischen
Neugeborenen: Erbrechen, Somnolenz, aber auch Agitation, Irritabilita¨t, Desorientie-
rung, Ataxie, Krampfanfa¨lle und schließlich Koma.
Durch das wiederholte Auftreten hyperammona¨mischer Episoden kommt es in beiden
Patientengruppen fast immer zu irreversiblen neurologischen Scha¨den und psychomoto-
rischer Entwicklungsretardierung, vor allem zum Verlust intellektueller und kognitiver
Fa¨higkeiten [8, 111, 129, 178]. Allerdings liegen auch einige Berichte u¨ber Patienten
mit normaler geistiger Entwicklung vor [199]. Außer vom Schweregrad des Enzymdefek-
tes ha¨ngt die mentale Entwicklung von der rechtzeitigen Diagnose und Behandlung der
hyperammona¨mischen Episoden ab. Neugeborene, die pra¨ventiv, also vor Auftreten einer
manifesten Hyperammona¨mie, behandelt werden, haben ein deutlich geringeres Risiko
fu¨r neurologische Spa¨tscha¨den [129, 174, 203].
Den Nutzen einer pra¨ventiven Therapie stellten Zimmer et al. [203] am Beispiel des
CPS I–Mangels dar. Untersucht wurden zwei Geschwisterkinder mit stark vermindertem
CPS I–Gehalt der Leber und nicht nachweisbarer Restaktivita¨t des Enzyms. Das a¨ltere
Kind verstarb im Alter von vier Tagen bevor die Diagnose CPS I–Mangel gestellt werden
konnte. Das zweite Kind, dessen Erkrankung durch eine fetale Leberbiopsie nachgewiesen
wurde, erhielt eine Behandlung vor Anstieg des Ammoniakspiegels auf enzephalotoxische
Werte. In der Leber dieses Kindes konnte ein postnataler Anstieg des mitochondrialen
CPS I–Gehaltes festgestellt werden. Die Zunahme der CPS I–Proteinmenge wurde durch
eine gesteigerte Biogenese von Mitochondrien und eine erho¨hte Aufnahme der mutan-
ten CPS I in die Mitochondrien hervorgerufen. Dieser Mechanismus konnte auch beim
OTC–Mangel nachgewiesen werden [201, 202]. Er stellt wahrscheinlich einen generellen
zellbiologischen Prozess zur Kompensation erniedrigter Enzymaktivita¨ten bei Harnstoff-
zyklusdefekten dar [203].
Da durch die Blockade des Harnstoffzyklus Arginin zu einer essentiellen Aminosa¨ure
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wird [21], ko¨nnen beim OTC–Mangel zusa¨tzlich Symptome eines Arginin–Mangels, wie
bru¨chige Haare oder ekzemato¨se Hautvera¨nderungen, auftreten [174, 90, 50].
1.3.3 Diagnostik
Bei allen Kindern, die wenige Stunden bis Tage nach der Geburt Symptome einer En-
zephalopathie zeigen, aber auch bei a¨lteren Patienten mit enzephalopathischen Sympto-
men ohne erkennbare Ursache, sollte der Ammoniak–Spiegel im Serum bestimmt und
eine Blutgasanalyse durchgefu¨hrt werden. Eine Hyperammona¨mie und eine respiratori-
sche Alkalose sind die ersten Hinweise auf einen Harnstoffzyklusdefekt [25].
Differentialdiagnostisch kommen bei einer Hyperammona¨mie neben den Defekten der
Harnstoffzyklusenzyme (CPS–Mangel, OTC–Mangel, Zitrullina¨mie, Argininbernstein-
sa¨ure–Krankheit, Arginina¨mie und N–Acetylglutamat–Synthetase–Mangel) Defekte des
Transports von Harnstoffzyklusmetaboliten (Lysinurische Proteinintoleranz und HHH–
Syndrom) in Betracht. Außerdem wird eine Hyperammona¨mie bei Synthesedefekten oder
Mangel an Substraten des Harnstoffzyklus (Organoazidopathien, Pyruvatdehydrogenase–
Mangel, Sto¨rungen der β–Oxidation der Fettsa¨uren, Atmungskettendefekte, Sto¨rungen
des Carnitinstoffwechsels, Pyrrolin–5–Carboxylatsynthetase–Mangel, Glutamatdehydro-
genase–Mangel und Argininmangel) und bei der transitorischen Hyperammona¨mie des
Neugeborenen [6, 81] beobachtet. Nicht zuletzt muss eine sekunda¨re Hyperammona¨mie
aufgrund einer schweren Leberfunktionssto¨rung (Hepatitiden, disseminierte Herpes
simplex–Infektion des Neugeborenen [7, 157], Intoxikationen z.B. durch Paracetamol,
Amanita–Toxin, Valproat, Isoniazid und Halothan, Reye–Syndrom [54], Stoffwechsel-
krankheiten, Tumoren und Budd–Chiari–Syndrom), aufgrund eines Bypasses der Leber
(offener Ductus venosus Arantii, Gefa¨ßmissbildungen und portocavaler Shunt) oder auf-
grund einer erho¨hten Ammoniakproduktion (Blind–loop–Syndrom, Ureterosigmoidosto-
mie, chronische Zystitis mit Urease-positiven Bakterien, Asparaginasebehandlung und
erho¨hte Muskelaktivita¨t) ausgeschlossen werden [5].
Na¨heren Aufschluss u¨ber die genaue Art eines Harnstoffzyklusdefektes gibt die Bestim-
mung der Aminosa¨uren im Plasma mittels Gaschromatographie. Typischerweise findet
sich die gleiche Aminosa¨ure–Konstellation beim CPS– und beim OTC–Mangel: Er-
niedrigung von Citrullin, Arginin und Ornithin sowie Erho¨hung von Glutamin [25].
Glutamin spielt bei der Entstehung der hyperammona¨mischen Enzephalopathie eine
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wichtige Rolle [23, 171, 71]. Brusilow und Traystman [23] postulierten erstmals, dass bei
der hyperammona¨mischen Enzephalopathie das Anschwellen der Astrozyten, und da-
mit das Hirno¨dem, Folge der osmotischen Effekte eines erho¨hten Glutamingehaltes der
Astrozyten sei. Takahashi et al. [171] und Hawkins et al. [71] zeigten ebenfalls, dass durch
Verhinderung einer Glutamin–Akkumulation eine Pra¨vention des Hirno¨dems erzielt wer-
den kann. Daru¨ber hinaus kommt Glutamin im Rahmen der hepatischen Ammoniak–
Entgiftung eine Pufferfunktion zu. Der Glutamin–Spiegel im Serum steigt an, bevor
ein Anstieg des Ammoniak–Spiegels erkennbar ist [25, 9, 110]. Eine erho¨hte Glutamin-
konzentration im Serum ist somit der empfindlichste Parameter einer unzureichenden
Harnstoffsynthese.
OTC– und CPS–Mangel lassen sich durch die Messung der Orotsa¨ure–Ausscheidung
im Urin unterscheiden [25]. Nur beim OTC–Mangel wird akkumuliertes, nicht verwer-
tetes Carbamylphosphat aus den Mitochondrien ausgeschleust. Es stimuliert die cyto-
solische Pyrimidin–Synthese. Daraus resultiert ein erho¨htes Anfallen von Orotsa¨ure [186,
179]. Dieses Pha¨nomen wird zur Identifizierung von asymptomatischen Konduktorin-
nen des OTC–Defektes herangezogen [25]. Um die vermehrte Bildung von Orotsa¨ure zu
messen, wird Allopurinol verabreicht. Allopurinol inhibiert die Orotidinmonophosphat–
Decarboxylase, was zu einer vermehrten Ausscheidung von Orotidin im Urin fu¨hrt (Ab-
bildung 1.3).
Ließ sich ein OTC– oder CPS–Mangel mit Hilfe dieser biochemischen Parameter di-
agnostizieren, kann die Diagnose durch Bestimmung der jeweiligen Enzymaktivita¨t in
der Leberbiopsie, oder weniger zuverla¨ssig in der Du¨nndarmbiopsie, besta¨tigt werden
[115, 134, 64, 114]. Die Bestimmung der OTC–Enzymaktivita¨t in der Leberbiopsie kann
bei heterozygoten Patientinnen jedoch uneindeutig sein, da die Leber ein Mosaik aus
Hepatozyten mit normaler und defekter OTC ist. Es besteht also eine große Variabilita¨t
der OTC–Enzymaktivita¨ten in verschiedenen Gewebeproben [25].
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Abbildung 1.3: Allopurinol–Test [25]
1.3.4 Therapie
Eine kausale Therapie des OTC–Mangels ist bis auf die Lebertransplantation bisher noch
nicht etabliert. Die konventionellen therapeutischen Ansa¨tze beschra¨nken sich auf eine
symptomatische Behandlung.
1.3.4.1 Dia¨t und medikamento¨se Behandlung
Patienten mit einem OTC–Mangel sind sta¨ndig in Gefahr, eine potentiell lebensbedroh-
liche Hyperammona¨mie zu entwickeln. Auch wenn sie aus dem lebensbedrohlichen Zu-
stand gerettet werden ko¨nnen, treten ha¨ufig neurologische Folgescha¨den auf (Abschnitt
1.3.2). Deshalb sollte das vornehmliche Ziel der Therapie die Vermeidung einer Hyper-
ammona¨mie sein.
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Ein Bestandteil der Therapie ist eine eiweißarme, an essentiellen Aminosa¨uren reiche
Dia¨t. Diese sollte zum einen genu¨gend Protein, Arginin und Energie zur Verfu¨gung stel-
len, um eine normale ko¨rperliche Entwicklung und ein normales Wachstum zu gewa¨hr-
leisten. Zum anderen sollte sie jedoch auch einen u¨berma¨ßigen Abbau von Proteinen
und damit ein u¨berma¨ßiges Anfallen von Ammoniak verhindern [25, 22, 11, 13]. Das
zur essentiellen Aminosa¨ure gewordene Arginin wird im Form von Citrullin substituiert
[22, 13].
Eine eiweißarme Dia¨t und eine Arginin–Substitution alleine reichen aber nicht aus, um
eine Hyperammona¨mie sicher zu verhindern. Deshalb ist der zweite Bestandteil der The-
rapie die Stimulation latenter biochemischer Abbauwege von Ammoniak [10, 11, 22].
Schon 1914 und 1922 [99, 162] konnte die Existenz solcher alternativer Abbauwege nach-
gewiesen werden. Die Verabreichung von Benzoat fu¨hrt zur Umwandlung von Glycin in
Hippurat und die Gabe von Phenylacetat zur Umwandlung von Glutamin in Phenyl-
acetylglutamin. Beide Produkte werden u¨ber den Urin ausgeschieden (Abbildung 1.4)
[20, 24].
CoA + Benzoat Benzoyl-CoA
CoA + Hippurat*
Glycin*
+ ATP
Phenylbutyrat Phenylacetat Phenylacetyl-CoA
CoA + Phenylacetylglutamin**
Glutamin**
+ ATP
+ CoA
* Stickstoff-Atom
Abbildung 1.4: Alternative Abbauwege von Ammoniak
In der Notfalltherapie einer lebensbedrohlichen Hyperammona¨mie werden Natrium–Ben-
zoat und Natrium–Phenylacetat simultan intraveno¨s verabreicht [25, 22]. In der pra¨ven-
tiven Langzeittherapie wird wegen des unangenehmen Geruchs und Geschmacks von
Phenylacetat oral Phenylbutyrat gegeben. Da in Phenylacetylglutamin 2 Stickstoffatome
enthalten sind, kann durch die Verabreichung von Phenylacetat oder Phenylbutyrat dop-
pelt so viel Ammoniak entgiftet werden wie durch die Gabe von Benzoat. Deshalb wird
auch Benzoat oral nicht mehr verwendet [25].
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1.3.4.2 Harnstoffzyklus–Zwischenprodukte und Ornithin–Aminotransferase–
Inaktivatoren
Die Untersuchungen von Li et al. [100] an spf ash–Ma¨usen zeigten, dass OTC unter
physiologischen Bedingungen nicht mit Ornithin gesa¨ttigt ist. Die Verabreichung von
Harnstoffzyklus–Zwischenprodukten wie Arginin, Ornithin und Citrullin fu¨hrte zu einer
Aktivierung der OTC–Reaktion, so dass die Ammoniakelimination u¨ber den Harnstoff-
zyklus zumindest partiell normalisiert wurde. Der Ornithin–Aminotransferase–Inaktiva-
tor 5–Fluoromethylornithin, welcher zu einer Erho¨hung des Ornithin–Gehaltes in Leber,
Plasma und Hirngewebe fu¨hrt [36, 158], war sogar noch effektiver. Er zeigte einen la¨nger
andauernden Effekt in niedrigerer Dosierung als die Harnstoffzyklus–Zwischenprodukte.
Diese Ergebnisse sprechen fu¨r einen Einsatz von Harnstoffzyklus–Zwischenprodukten
und von 5–Fluoromethylornithin in der Therapie des OTC–Mangels beim Menschen.
1.3.4.3 Carnitin
Fu¨r die irreversiblen neurotoxischen Effekte der hyperammona¨mischen Enzephalopathie
scheint unter anderem ein gesto¨rter zerebraler Energiestoffwechsel verantwortlich zu sein
[29, 122, 28]. Mehrere Studien an OTC–defizienten spf–Ma¨usen wiesen einen sekunda¨ren
Mangel an Carnitin, freiem CoA, Acetyl–CoA und ATP in Leber– und Hirngewebe
nach [148, 117]. Auch bei Patienten mit OTC–Mangel konnte ein sekunda¨rer Carnitin–
Mangel festgestellt werden [118, 112]. Dieser scheint insbesondere bei der Entstehung
Reye–Syndrom–a¨hnlicher hyperammona¨mischer Attacken bei ansonsten asymptomati-
schen Patienten mit leichter Form des OTC–Mangels eine Rolle zu spielen [112, 141].
Die Untersuchungen von Ratnakumari et al. [148, 147] zeigten, dass ein Mangel an
hepatischen und zerebralen mitochondrialen Energiestoffwechsel–Metaboliten u¨ber ei-
ne Erho¨hung des cytosolischen NADH/NAD+–Verha¨ltnisses zu einer ATP–Verarmung
und zu einem Anstieg von Laktat fu¨hrt. Ratnakumari et al. postulierten, dass die mito-
chondriale ATP–Produktion durch die Inhibition von Atmungsketten–Enzymen, wie die
Cytochrom–c–Oxidase, gesto¨rt wird.
Eine Behandlung mit Acetyl–L–Carnitin ist in der Lage, die ATP–Verarmung in Leber–
und Hirngewebe zu vermindern, indem sie in diesen Sto¨rmechanismus eingreift. Zusa¨tz-
lich ist es mo¨glich, durch die Verabreichung von Carnitin u¨ber die Stimulation der β–
Oxidation der Fettsa¨uren die Menge an freiem CoA und Acetyl–CoA zu erho¨hen und
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dadurch der ATP–Verarmung entgegenzuwirken [148, 117, 118, 112, 141].
1.3.4.4 Prognose der Patienten mit OTC–Mangel unter konventioneller The-
rapie
Die leichten Formen des OTC–Mangels lassen sich mit der eiweißarmen Dia¨t und der
medikamento¨sen Therapie zufriedenstellend behandeln. Dennoch gibt es immer wieder
Fa¨lle, bei denen trotz dieser Behandlungsmethoden rezidivierende hyperammona¨mische
Krisen mit neurologischen Folgescha¨den auftreten. Die schweren Formen des OTC–
Mangels enden selbst bei rechtzeitiger Behandlung und Einsatz neuer Medikamente zur
Ammoniakelimination meistens letal.
Die Ineffizienz der bisherigen konventionellen Therapieansa¨tze wird durch drei große, in
den letzten Jahren durchgefu¨hrte Studien besta¨tigt [111, 156, 178]. Maestri et al. [111]
analysierten in den USA retrospektiv 74 Fa¨lle der neonatalen Form des OTC–Mangels
in der Zeit von 1976 - 1996. 75% dieser Kinder verstarben. 34 Patienten starben bereits
in der Neonatalperiode, 5 Patienten wa¨hrend des 1. Lebensjahres, 7 Patienten im 2. Le-
bensjahr und weitere 10 Patienten bis zum 16. Lebensjahr. Von den U¨berlebenden der
ersten hyperammona¨mischen Krise zeigten mehr als 50% eine mentale Entwicklungs-
retardierung.
Uchino et al. [178] untersuchten in Japan 144 Fa¨lle des OTC–Mangels in der Zeit von
1978 - 1995. 91% der Patienten mit neonataler Form und 54% der Patienten mit Ma-
nifestation im spa¨teren Kindesalter verstarben. Nur 4 Patienten mit neonataler Form
und 42 Patienten mit Spa¨tform u¨berlebten la¨nger als 5 Jahre. Die Ha¨lfte aller Patienten
(51%) verstarb wa¨hrend der ersten hyperammona¨mischen Krise. 26% der Patienten mit
Spa¨tform zeigten eine beeintra¨chtigte geistige Entwicklung mit einem Intelligenzquoti-
enten unter 70.
Saudubray et al. [156] pra¨sentierten 1999 eine franzo¨sische retrospektive Studie von 119
Patienten mit OTC–Mangel. Alle Patienten, die an der neonatalen Form litten, und 41%
der Patienten mit Manifestation im spa¨teren Kindesalter verstarben. 33% der U¨berleben-
den zeigten neurologische Defizite und eine psychomotorische Entwicklungsretardierung.
Diese 3 Studien belegen eindrucksvoll die Unzula¨nglichkeit der symptomatischen Thera-
pie des OTC–Mangels und die Notwendigkeit einer kurativen Therapieform.
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1.3.4.5 Lebertransplantation
Eine Mo¨glichkeit, die defekte OTC in der Leber zu ersetzen, bietet die allogene, ortho-
tope Lebertransplantation. Da der Defekt fast ausschließlich in der Leber lokalisiert
ist, ka¨me dieses einer Heilung gleich. Bisherige Berichte u¨ber Lebertransplantationen
bei Patienten mit OTC–Mangel zeigen, dass nach der Transplantation tatsa¨chlich eine
normale Harnstoff–Produktion vorliegt [27, 156, 187]. Der Ammoniak–Spiegel normali-
siert sich gro¨ßtenteils innerhalb von 24 Stunden nach der Transplantation. Außerdem
wird ein normaler Arginin–Spiegel erreicht. Einzig der Citrullin–Spiegel bleibt weiter-
hin erniedrigt, wahrscheinlich durch den persistierenden OTC–Defekt in der intestinalen
Mucosa [27]. Traten vor der Lebertransplantation noch keine neurologischen Scha¨den
auf, so werden auch nach der Transplantation keine beobachtet. Bei schon bestehen-
den neurologischen Defiziten wird zumindest eine Progression verhindert [187, 27]. Die
Lebertransplantation kann als auxilia¨re, partielle, orthotope Transplantation (APOLT)
von einem Lebendspender durchgefu¨hrt werden [19]. Sie scheint in der Lage zu sein, auch
die histologischen Vera¨nderungen der eigenen Leber des Patienten zu verbessern [83].
Jedoch muss im Einzelfall zwischen der Lebensgefahr und den Lebenseinschra¨nkungen
durch den OTC–Mangel und den Risiken einer Lebertransplantation abgewa¨gt werden.
Die Lebensqualita¨t der Kinder nach einer Lebertransplantation scheint sich nicht zu-
letzt durch weniger und ku¨rzere Krankenhausaufenthalte zu verbessern [187, 206]. Auf
der anderen Seite kann es immer wieder zu lebensbedrohlichen Komplikationen durch
Transplantat–Abstoßungsreaktionen und Nebenwirkungen der jahrzehntelangen Immun-
suppression kommen [95, 91].
Allerdings sind auch der Lebertransplantation als kurative Therapieform Grenzen ge-
setzt. Die meisten Patienten mit der schweren neonatalen Form versterben in den ers-
ten Lebenstagen aufgrund der rasch progredienten Hyperammona¨mie. Diese Patienten
beno¨tigen also eine Lebertransplantation innerhalb weniger Tage. Lebertransplanta-
tionen bei Kindern mit so geringem Gewicht stellen immer noch hohe Anforderungen an
die behandelnden A¨rzte, auch wenn durch die Verbesserung der chirurgischen Techniken,
des perioperativen Managements, der Diagnostik von Infektionen und durch den Einsatz
besserer Immunsuppressiva, wie Cyclosporin A und Tacrolimus, eine deutliche Erho¨hung
der U¨berlebensraten erreicht werden konnte [26]. Zur Zeit betra¨gt die 5-Jahres-U¨berle-
bensrate fu¨r Kinder nach Lebertransplantation etwa 80% [123, 52, 26]. Mehrere Studien
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geben U¨berlebensraten fu¨r Kinder unter einem Jahr an, die sich nicht signifikant von
denen a¨lterer Kinder unterscheiden [180, 34, 16, 43, 165]. Dennoch sinken die U¨berle-
benschancen mit dem Alter und dem Gewicht des Kindes. Bonatti et al. [17] beschrieben
ihre Erfahrungen mit Lebertransplantationen bei 9 Kindern unter 3 Monaten. 4 Kinder
(44%) verstarben nach der Transplantation, davon 2 Kinder an einer Infektion, ein Kind
an Multiorganversagen und ein Kind an fru¨her Dysfunktion des Spenderorgans.
Neben der technischen Durchfu¨hrbarkeit und den postoperativen Komplikationen bei
sehr kleinen Kindern stellt die Notwendigkeit einer raschen Transplantationsorganisation
ein großes Problem dar. Die Spenderleber eines Neugeborenen steht meistens nicht kurz-
fristig zur Verfu¨gung. Neue Techniken, wie die Transplantation einzelner Lebersegmente
sowohl von toten als auch von lebenden Spendern, haben zu einer gro¨ßeren Verfu¨gbar-
keit von Spenderlebern fu¨r Sa¨uglinge gefu¨hrt und die Wartezeit-Mortalita¨t herabgesetzt
[133]. Dennoch ist eine mittlere Wartezeit von 65 Tagen, wie sie z.B. Beath et al. [16]
angeben, fu¨r ein an der neonatalen Form des OTC–Mangels leidendes Kind deutlich zu
lang.
Zusammengefasst kann auch die Lebertransplantation nicht als ideale Therapie der neo-
natalen Form des OTC–Mangels angesehen werden. Die Ineffizienz der konventionellen
Therapie und die Grenzen der Lebertransplantation sprechen fu¨r die Entwicklung einer
neuen Behandlungsform mit kurativem Ansatz, schneller Einsetzbarkeit und raschem
Wirkungseintritt.
1.3.4.6 Gentherapie
Es gibt zahlreiche Gru¨nde, um den OTC–Mangel als ”Modellkrankheit“ fu¨r die Entwick-
lung einer somatischen Gentherapie auszuwa¨hlen: Das OTC–Gen konnte geklont werden,
die Krankheit ist relativ ha¨ufig, die Letalita¨t ist hoch, die bisherigen Therapieoptionen
sind nicht zufriedenstellend, das defekte Gen wird fast ausschließlich in einem Organ
exprimiert, und es existieren authentische Tiermodelle [146, 128].
1.3.4.6.1 Tiermodelle des OTC–Mangels
Fu¨r den OTC–Mangel stehen zwei Tiermodelle zur Verfu¨gung, das der spf–Maus (sparse
fur) und das der spf ash–Maus (sparse fur with abnormal skin and hair) [40, 37].
Die Tiere beider Gruppen besitzen die gleichen biochemischen Charakteristika wie Men-
schen mit einem OTC–Mangel: Eine erniedrigte OTC–Enzymaktivita¨t in der Leber,
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Erho¨hungen des Ammoniak– und des Glutamin–Spiegels im Serum, erniedrigte Spiegel
von Arginin und Citrullin, eine erho¨hte Orotsa¨ure–Ausscheidung im Urin, neurochemi-
sche Vera¨nderungen und das Ansprechen auf eine Stimulation alternativer Abbauwege
von Ammoniak [14, 193, 40]. Aufgrund dieser gut zu definierenden und zu vergleichenden
Parameter scheinen die Mausmodelle fu¨r die Untersuchung der Effizienz einer Genthe-
rapie gut geeignet zu sein [14, 193].
Bei der spf ash–Maus fu¨hrt die Punktmutation Guanin → Adenin der letzten Base von
Exon 4 des OTC–Gens [74] zu einer Beeintra¨chtigung des Splicing–Prozesses und ei-
ner um 90% verminderten Menge an mRNA [193, 74, 150, 18, 140]. Das Splicing der
pra¨–mRNA findet bei der spf ash–Maus einerseits an der korrekten Splice–Donor–Stelle
statt, andererseits aber auch an einer sonst verborgenen Splice–Donor–Stelle 48 Basen-
paare entfernt im Intron 4 [74]. Durch das korrekte Splicing der mRNA entsteht ein
OTC–Precursor, in dessen Aminosa¨uresequenz an der Stelle 129 Arginin gegen Histidin
ausgetauscht ist. Dieses hat aber keine Auswirkung auf den mitochondrialen Import, die
Zusammenlagerung der Untereinheiten (assembly) und die kinetischen Eigenschaften der
reifen OTC [74, 18].
Nach inkorrektem Splicing wird anhand der vera¨nderten mRNA ein dysfunktioneller,
um 16 Aminosa¨uren verla¨ngerter OTC–Precursor synthetisiert. Auch diesen nimmt das
Mitochondrium auf. Die Leadersequenz wird abgespalten, aber die entstehenden OTC–
Untereinheiten ko¨nnen keine Trimer–Struktur eingehen. Sie degradieren schnell und tra-
gen nicht zum steady–state–Proteingehalt und zur Enzymaktivita¨t bei [74, 150, 140].
Insgesamt bewirkt die Punktmutation durch eine auf 10% verminderte Menge an
mRNA eine Abnahme der hepatischen OTC–Proteinmenge auf 10% und eine Abnahme
der OTC–Enzymaktivita¨t auf 7% nicht OTC–defizienter Ma¨use [18, 140, 40]. Die kine-
tischen Eigenschaften der mutanten OTC sind nicht vera¨ndert. Es handelt sich also um
eine rein quantitative Mutation [139].
Bei der spf–Maus fu¨hrt die Punktmutation Cytosin→ Adenin im Triplett 361 von Exon
4 zu einem Austausch von Histidin gegen Asparagin an der Stelle 117 der Aminosa¨ure-
sequenz der OTC [74, 18, 140, 182, 40]. Es entsteht ein defektes Protein mit einer
vera¨nderten Kinetik. Die Affinita¨t von Ornithin ist herabgesetzt und das pH–Optimum
von pH 7,7 nach pH 9,5 verschoben [150, 18, 140, 139]. Daraus resultiert eine Abnahme
der Enzymaktivita¨t auf 10% der OTC gesunder Ma¨use bei einem pH von 7,4 [140]. Es
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handelt sich also um eine qualitative Mutation [139].
Im Gegensatz zur spf ash–Maus ist die Menge der mRNA nur auf 60% der Menge ge-
sunder Ma¨use erniedrigt [18, 140, 139]. Die OTC–Proteinmenge ist sogar auf 150% der
Menge gesunder Ma¨use erho¨ht [18, 140]. Die Ursache dieses Anstiegs ist wahrscheinlich
auf eine verminderte Degradation des Enzyms zuru¨ckzufu¨hren [18, 139].
A¨hnliche Eigenschaften wie die der spf–Maus ko¨nnen auch bei humanen Mutationen
beobachtet werden. Zimmer et al. beschrieben eine neue Punktmutation im Codon
269 des OTC–Gens, die zur Vera¨nderung der kinetischen Eigenschaften des Enzyms
fu¨hrt [201, 202]. Die residuale OTC–Enzymaktivita¨t ist bei einem pH von 7,7 auf 2%
der OTC–Enzymaktivita¨t gesunder Personen herabgesetzt. Bei einer pH–Erho¨hung auf
9,5 steigt die OTC–Enzymaktivita¨t auf 23% an. Die OTC–Proteinmenge ist auf 200%
der Menge gesunder Personen erho¨ht. Die Erho¨hung der Menge des mutanten Enzyms
kann zusammen mit einer gesteigerten Biogenese von Mitochondrien als Kompensations-
mechanismus fu¨r die erniedrigte Enzymaktivita¨t verstanden werden [201].
1.3.4.6.2 Entwicklung einer Gentherapie
Der Erfolg der Lebertransplantation in der Behandlung des OTC–Mangels la¨sst ver-
muten, dass auch eine somatische Gentherapie, ausgerichtet auf die Hepatozyten, eine
Korrektur des OTC–Defektes bewirken ko¨nnte. Durch das Einschleusen nicht defekter
Transgene in die Hepatozyten besta¨nde die Mo¨glichkeit einer dauerhaften Heilung.
Bisher wurden zahlreiche Experimente an Tiermodellen durchgefu¨hrt. Zum einen wur-
de versucht, Ratten–OTCcDNA verbunden mit einem SV40–Promotor per Mikroinjek-
tion in die befruchteten Eizellen von spf ash–Ma¨usen zu transferieren. Daraus entstanden
transgene Ma¨use, die einen normalen Pha¨notyp aufwiesen und eine Normalisierung der
Orotsa¨ure–Ausscheidung zeigten [31].
Zum anderen fanden Virusvektoren als Vehikel fu¨r den Gentransfer Verwendung. Diese
Vektoren mussten in der Lage sein, das Gen an die Zielzelle zu binden und seine Interna-
lisation, den Transport zum Nucleus und die Aufnahme durch diesen zu vermitteln [188].
Zwei Typen von Viren boten sich fu¨r so eine Aufgabe an: Retroviren und Adenoviren.
Retroviren haben den Nachteil, dass sie schwer gereinigt und konzentriert werden ko¨nnen.
Außerdem ko¨nnen sie nur in Teilung begriffene Zellen infizieren. Da Leberzellen unter
physiologischen Bedingungen nicht mitotisch aktiv sind, beschra¨nkt sich die Anwen-
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dung von Retroviren auf die genetische Modifikation von autologen Zellkulturen in vitro
[188, 62] und auf In–vivo–Gentransfers nach Stimulation der Leberzellen zur Regenera-
tion durch partielle Hepatektomie [145].
Adenoviren scheinen als Vektoren fu¨r eine In–vivo–Gentherapie besser geeignet zu sein.
Sie ko¨nnen in großer Anzahl und in hochgereinigter Form produziert werden und infi-
zieren effizient auch differenzierte, sich nicht teilende Zellen [188, 168]. Daru¨ber hinaus
zeigen sie einen bisher noch nicht vollsta¨ndig gekla¨rten, ausgepra¨gten Hepatotropismus
[93, 146].
Adenoviren besitzen ein Genom von 36 kb, welches fru¨he und spa¨te Gene entha¨lt. Die
fru¨hen Gene (E1–E4) kodieren Regulatorproteine, die spa¨ten Gene (L1–L5) Struktur-
proteine [188]. Um ein vollsta¨ndig defektes Virus als Vektor zu erhalten, mu¨sste der
die Strukturproteine kodierende Anteil im Genom entfernt und durch das therapeuti-
sche Gen ersetzt werden. Da dieses aber schwer durchfu¨hrbar ist, wurde bisher versucht,
Gene fu¨r Regulatorproteine so zu ersetzen, dass die Strukturproteine kodierenden spa¨ten
Gene gar nicht erst aktiviert werden.
Die erste Generation von Adenovirusvektoren enthielt eine Deletion des fru¨hen Gens E1,
die eine Virusreplikation unterbindet [188, 45]. Die ersten Experimente mit diesen Virus-
vektoren wurden an Tiermodellen fu¨r die Cystische Fibrose durchgefu¨hrt [200, 44, 163].
Die Hauptprobleme, die bei der Gentherapie mit Adenovirusvektoren der ersten Ge-
neration auftraten, waren eine dosis– und speziesabha¨ngige Entzu¨ndungsreaktion des
Zielgewebes, eine nur voru¨bergehende Expression des Transgens und eine stark herab-
gesetzte Effektivita¨t einer zweiten Injektion von Adenovirusvektoren [188, 51, 93]. Diese
Probleme sind entscheidende Nachteile bei der Behandlung chronischer Erkrankungen,
setzt sie doch gerade eine dauerhafte Genkorrektur oder zumindest die Mo¨glichkeit von
wiederholten Applikationen voraus.
Die genannten Probleme werden durch zellula¨re und humorale Immunreaktionen der
Zielzellen hervorgerufen, die bei jeder Virusinfektion stattfinden. Die Virusbestandteile,
aber auch die genetisch vera¨nderten Zielzellen selbst, werden als Antigene erkannt. Die-
ses fu¨hrt auf der einen Seite zur Aktivierung cytotoxischer T–Zellen, die die Zielzellen
zersto¨ren, eine Entzu¨ndung hervorrufen und eine dauerhafte Expression des Transgens
verhindern [190, 189, 192]. Auf der anderen Seite bewirkt die Aktivierung CD4–positiver
T–Helferzellen die Bildung antiviraler Antiko¨rper durch B–Lymphozyten. Bei einer zwei-
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ten Injektion neutralisieren diese Antiko¨rper die Adenovirusvektoren, bevor es zu einer
Expression des Transgens kommen kann [188, 192].
Eine Mo¨glichkeit, die immunologischen Probleme zu beheben, stellte die Konstruk-
tion von Virusvektoren dar, welche noch weniger virale Strukturproteine produzier-
ten. Diese zweite Generation von Adenovirusvektoren enthielt neben der Deletion von
E1 eine Temperatur–sensitive Mutation (ts125) in der E2a–Region, die ein Bindungs-
protein kodiert [51, 80, 45]. Bei bestimmten, fu¨r das Virus ”ungu¨nstigen“ Tempera-
turen (37− 39 ◦C) ko¨nnen so die Genprodukte von E2 nicht exprimiert werden [45].
Die mit diesen Vektoren durchgefu¨hrte Gentherapie zeigte eine verla¨ngerte Expression
des Transgens und eine gemilderte und spa¨tere Entzu¨ndungsreaktion des Zielgewebes
[51, 45, 191, 146]. Außerdem ließ sich durch den Einbau effizienter Promotoren die fu¨r
eine erfolgreiche Gentherapie erforderliche Menge an Virusvektoren reduzieren [89].
Bisher wurden bei der Entwicklung einer Gentherapie des OTC–Mangels Adenovirus-
vektoren mit dem OTC–Transgen von Mensch, Maus und Ratte in beiden Mausmodellen
(spf und spf ash) getestet [168, 89, 128, 193, 194]. Eine signifikante Anhebung der OTC–
Enzymaktivita¨t und eine Korrektur der metabolischen Vera¨nderungen konnte in beiden
Mausmodellen mit Vektoren, die Transgene der Maus oder der Ratte enthielten, erreicht
werden [168, 89, 193, 194]. Demgegenu¨ber fu¨hrten Vektoren mit dem menschlichen OTC–
Transgen nur zu einem geringen Anstieg der Enzymaktivita¨t [128, 193].
1.4 Fragestellung
Die vorliegende Arbeit untersucht die Effizienz einer Gentherapie des OTC–Mangels mit
Adenovirusvektoren der zweiten Generation am Modell der OTC–defizienten spf ash–
Maus. Die Effizienz dieser Therapie wurde bereits mit biochemischen und histochemi-
schen Methoden nachgewiesen [193].
Ye et al. [193] untersuchten insbesondere, inwieweit die Effizienz von der Verwendung
adenoviraler Vektoren der ersten oder zweiten Generation, vom Einbau eines sta¨rkeren
Promotors und vom Einbau des arteigenen oder artfremden OTC–Transgens abha¨ngt.
Bei der Verwendung von Adenovirusvektoren der ersten Generation mit einem CMV/β–
Actin–Promotor und einem menschlichen OTC–Transgen ergab sich nur ein geringfu¨gi-
ger Anstieg der OTC–Enzymaktivita¨t gegenu¨ber den unbehandelten Ma¨usen. Ein po-
sitiver Effekt auf die Orotsa¨ure–Ausscheidung im Urin und den Glutamin–Spiegel im
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Serum konnte nicht festgestellt werden. Erstaunlicherweise erzielte auch der Einbau der
Temperatur–sensitiven Mutation ts125 in den Virusvektor keine signifikante Verbesse-
rung. Erst der Austausch des menschlichen OTC–Transgens gegen das OTC–Transgen
der Maus zusammen mit der Verwendung eines sta¨rkeren Promotors/Enhancers erbrach-
te eine deutliche Steigerung der Effizienz der Gentherapie. Sowohl die histochemische
Darstellung als auch das Lysat–Assay zeigten einen ausgepra¨gten Anstieg der OTC–
Enzymaktivita¨t. Die Entzu¨ndungsreaktion des Lebergewebes war deutlich reduziert, und
es konnte eine komplette Normalisierung der Orotsa¨ure–U¨berproduktion und des Serum–
Glutaminspiegels fu¨r mindestens zwei Monate erreicht werden.
Zusammengefasst zeigte sich, dass nur Adenovirusvektoren mit dem OTC–Transgen
der Maus in der Lage waren, die OTC–Enzymaktivita¨t in spf ash–Ma¨usen signifikant
zu erho¨hen, nicht so jedoch Vektoren mit dem menschlichen OTC–Transgen.
Unklar blieb, wie effizient die transgene OTC in die Mitochondrien aufgenommen wird,
dorthin, wo sie normalerweise lokalisiert ist und ihre Funktion zu erfu¨llen hat. Ultrastruk-
turelle Untersuchungen, die Aufschluss u¨ber die Verteilung der neusynthetisierten OTC
in den subzellula¨ren Kompartimenten der Hepatozyten geben, sind bisher noch nicht
durchgefu¨hrt worden. Auch wurde die Ursache fu¨r das Versagen der Virusvektoren mit
dem menschlichen OTC–Transgen im spf ash–Mausmodell nicht gekla¨rt. Daru¨ber hinaus
gab es noch keine Untersuchungen u¨ber einen mo¨glichen Einfluss der Gentherapie auf
sekunda¨re metabolische Vera¨nderungen des OTC–Mangels.
In der vorliegenden Arbeit wird am spf ash–Mausmodell mit der Kryoimmunelektronen-
mikroskopie nach Tokuyasu und Griffiths [55, 56, 57, 173, 204] die Verteilung der an-
hand von unterschiedlich aufgebauten Transgenen synthetisierten OTC, des ebenfalls am
Harnstoffzyklus beteiligten Enzyms CPS I und der den Energiestoffwechsel repra¨sentie-
renden ATPase(c) in den einzelnen Zellkompartimenten der transfizierten Hepatozyten
aufgezeigt. Daru¨ber hinaus erfolgt eine quantitative Auswertung der Verteilung mit der
Punkt–Za¨hl–Methode nach Griffiths und Weibel [57, 59].
Folgende Fragestellungen werden im Einzelnen untersucht:
1. Wird die anhand der Transgene synthetisierte, korrigierte OTC effizient in die Mito-
chondrien der spf ash–Hepatozyten aufgenommen?
2. Wovon ha¨ngt ein effizienter mitochondrialer Import der transgenen OTC ab?
Haben Spezies–Unterschiede im OTC–Transgen, insbesondere in dem Bereich, der
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die Leadersequenz des OTC–Precursors kodiert, einen Einfluss auf den mitochon-
drialen Importmechanismus und damit auf die Effizienz des Vektors?
3. Ko¨nnen durch die somatische Gentherapie mit adenoviralen Vektoren auch sekunda¨re
metabolische Vera¨nderungen des OTC–Mangels, wie die ATP–Verarmung im Leber-
gewebe und die Vera¨nderung der CPS I–Aktivita¨t, korrigiert werden?
Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Gera¨te und Materialien
– Beckman Ultrazentrifuge TI 70 (Mu¨nchen, Deutschland)
– Edwards Coating System E306A (Crawley, UK)
– Eppendorf Pipetten (Hamburg, Deutschland)
– Eppendorf Zentrifuge 5415 C (Hamburg, Deutschland)
– Filterpapier
– Kodak Elektronenmikroskopiefilm 4489 (Rochester, New York, USA)
– Leica Objekttra¨ger mit Aufnahmebohrung (Ko¨ln, Deutschland)
– LKB 2178 Knifemaker II (Bromma, Schweden)
– Pap–Stift
– Parafilm ”M“ Laboratory Film (American National Can, Greenwich, CT, USA)
– Philips Transmissionselektronenmikroskope EM 208 und CM 10 (Eindhoven, Nie-
derlande)
– Pinzetten
– Platino¨sen
– Pra¨parattra¨gernetzchen G100HEX Kupfer/Palladium (Science Services, Mu¨nchen,
Deutschland)
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– Pra¨parattra¨gerstifte
– Sorvall FS 1000 Cryosectioning System (Du Pont, Wilmington, DE, USA)
– Sorvall MT 6000 Ultramikrotom (Du Pont, Wilmington, DE, USA)
– Ultrakryomikrotom Leica EM (Ko¨ln, Deutschland)
– Ultramikrotomie-Glasstreifen zur Messerherstellung, G329, 406 x 25 x 6 mm (Plano
W. Plannet, Wetzlar, Deutschland)
– Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop (Jena, Deutschland)
2.2 Chemikalien
– Aceton (Serva, Heidelberg, Deutschland)
– Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland)
– Fetales Ka¨lberserum (FCS) 100% (Gibco, Eggenstein, Deutschland)
– Fluoreszenzfarbstoff Hoechst Dye B 2883 (Sigma, Mu¨nchen, Deutschland), Konzen-
tration 0,12 µg/ml
– Formvar 1595 E rein (Serva, Heidelberg, Deutschland)
– HEPES (Serva, Heidelberg, Deutschland)
– Histosafe E 6000 Histogel (Camon, Wiesbaden, Deutschland)
– Methylcellulose (Sigma, Mu¨nchen, Deutschland)
– Natriumcarbonat 1,1 M (Merck, Darmstadt, Deutschland)
– Natronlauge (Merck, Darmstadt, Deutschland)
– Paraformaldehyd reinst 10% (Merck, Darmstadt, Deutschland)
– PBS–Puffer: Aqua dest.
Natriumchlorid (Merck 6404, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumchlorid (Merck 4936, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck 4873, Darmstadt, Deutschland)
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck 6586, Darmstadt, Deutschland)
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– Polylysin (Sigma, Mu¨nchen, Deutschland)
– Polyvinylpyrollidon PVP–10 (Sigma, Mu¨nchen, Deutschland)
– Saccharose reinst (Merck, Darmstadt, Deutschland)
– Tissue Embedding Medium GSV 1 (Slee Technik, Mainz, Deutschland)
– Uranylacetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
2.3 Lo¨sungen und Puffer
– Fetales Ka¨lberserum (FCS)
Das fetale Ka¨lberserum wird mit PBS–Puffer in 5%–iger und 10%–iger Lo¨sung
angesetzt.
– Formvar–Lo¨sung
Zur Herstellung einer 1%–igen Formvar–Lo¨sung wird 1 g Formvar in 100 ml Chloro-
form gelo¨st.
– HEPES–Puffer pH 7
Durch Lo¨sen von 1,19 g HEPES–Pulver in 100 ml Aqua dest. wird eine 50 mM
Lo¨sung hergestellt. Mit hoch konzentrierter Natronlauge wird der pH der Lo¨sung
auf 7 eingestellt.
– Methylcellulose
Zur Herstellung einer 2%–igen Konzentration werden 2 g Methylcellulose zuna¨chst in
100 ml auf 95 ◦C erhitztes Wasser gegeben. Die Lo¨sung wird einige Minuten bei 95 ◦C,
einen halben Tag auf Eis und 3 volle Tage im Ku¨hlraum mit einem Magnetru¨hrer
geru¨hrt. Anschließend wird die Lo¨sung bei 4 ◦C fu¨r 90 Minuten mit einer Beckman
Ultrazentrifuge TI 70 mit 300 000 g und 65 000 rpm abzentrifugiert.
– Paraformaldehyd–Lo¨sung
Durch Zugabe von 10 g Paraformaldehyd zu 100 ml 60 ◦C warmes Wasser wird eine
10%–ige Lo¨sung hergestellt. Es werden anschließend 5 – 7 Tropfen 1 M Natronlauge
zugegeben bis die Lo¨sung klar ist.
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– Paraformaldehyd/HEPES 5%
Der HEPES–Puffer pH 7 und die 10%–ige Paraformaldehyd–Lo¨sung werden im Ver-
ha¨ltnis 1:1 gemischt.
– PBS–Puffer
Zur Herstellung eines Liters PBS–Puffer werden 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kalium-
chlorid, 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat und 1,15 g Dinatriumhydrogenphosphat
in einem Liter Aqua dest. gelo¨st.
– Polyvinylpyrollidon/Saccharose–Lo¨sung
Es werden 3 g Polyvinylpyrollidon unter sta¨ndigem Ru¨hren in 0,6 ml einer 1,1 M
Natriumcarbonat–Lo¨sung und 2,4 ml Aqua dest. gelo¨st. Nach vollsta¨ndiger Auflo¨sung
des Polyvinylpyrollidons werden 7 ml einer 2,3 M Saccharose–Lo¨sung zugegeben. Die
fertige Lo¨sung wird u¨ber Nacht bei Raumtemperatur geru¨hrt.
– Saccharose–Lo¨sung
Zur Herstellung einer 2,3 M Lo¨sung werden 78,73 g Saccharose in 100 ml PBS–Puffer
gelo¨st.
– Saures Uranylacetat
Durch Verdu¨nnung mit Aqua dest. entsteht eine 4%–ige Lo¨sung, die anschließend
viermal gefiltert wird.
2.4 Prima¨re Antiko¨rper
Die im Folgenden angegebenen Antiko¨rper werden sowohl fu¨r Einzelmarkierungen als
auch fu¨r Doppelmarkierungen verwendet. Sie binden an antigene Strukturen der zu
markierenden Enzyme (Abschnitt 2.11.5) und ko¨nnen mit Hilfe der Sekunda¨rantiko¨rper
(Abschnitt 2.5) visualisiert werden.
– Polyklonaler Kaninchen–Antiko¨rper gegen menschliche OTC
Verdu¨nnung: 200 µg/ml, 1:500
Bezugsquelle: Massataka Mori, M. D., Ph. D.
Department of Molecular Genetics
Kumamoto University, School of Medicine
Kumamoto, Japan [88]
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– Polyklonaler Kaninchen–Antiko¨rper gegen Ratten–CPS I
Verdu¨nnung: 300 µg/ml, 1:100
Bezugsquelle: Massataka Mori, M. D., Ph. D.
Department of Molecular Genetics
Kumamoto University, School of Medicine
Kumamoto, Japan [125]
– Polyklonaler Kaninchen–Antiko¨rper gegen menschliche ATPase(c)
Verdu¨nnung: 20 µg/ml, 1:50
Bezugsquelle: Eiki Kominami, D. Med. Sci.
Prof. of Biochemistry
Department of Biochemistry
Juntendo University, School of Medicine
Tokyo, Japan [92]
2.5 Sekunda¨re Antiko¨rper (Immunogoldmarker)
Die Sekunda¨rantiko¨rper richten sich gegen spezies–spezifische Epitope der Prima¨ranti-
ko¨rper (hier Fc–Kette selektiv fu¨r Kaninchen). Durch Konjugation dieser Antiko¨rper
mit 6 nm bzw. 12 nm großen Goldpartikeln lassen sich die Prima¨rantiko¨rper im Elek-
tronenmikroskop sichtbar machen und so lokalisieren. Bei Doppelexperimenten mit zwei
prima¨ren Antiko¨rpern werden Immunogoldpartikel unterschiedlicher Gro¨ße verwendet.
– Gold–konjugiertes Ziege–anti–Kaninchen–IgG (H+L)
Partikeldurchmesser: 6 nm
Verdu¨nnung: 1:50
Bezugsquelle: Dianova, Hamburg, Deutschland
– Gold–konjugiertes Ziege–anti–Kaninchen–IgG (H+L)
Partikeldurchmesser: 12 nm
Verdu¨nnung: 1:50
Bezugsquelle: Dianova, Hamburg, Deutschland
2.6 Versuchstiere
Die beiden fu¨r eine Gentherapie des OTC–Mangels in Frage kommenden Mausmodelle
sind in der Einleitung (Kapitel 1.3.4.6.1) detailliert beschrieben.
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Bei den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wird sich fu¨r die Verwendung des
spf ash–Mausmodells entschieden. Da mit dem Verfahren der Immunogold–Markierung
nicht zwischen endogener und transgener OTC unterschieden werden kann, eignet sich
die spf–Maus mit auf 150% gesteigertem Gehalt an defekter endogener OTC weniger
als die spf ash–Maus mit auf 10% vermindertem endogenen OTC–Gehalt, um den mito-
chondrialen Import transgener korrigierter OTC zu bestimmen.
Die in dieser Arbeit verwendeten spf ash–Ma¨use und C3HeB/J–Kontrollma¨use wurden
vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) bezogen und in der Wistar Animal
Facility (Philadelphia, Pennsylvania, USA) aufgezogen.
Alle Versuchstiere waren 6–10 Wochen alt, als ihnen 2 · 1011 Viruspartikel in die Schwanz-
vene injiziert wurden. Am 4. Tag nach Injektion der Viruspartikel wurden die Tiere
geto¨tet und das Lebergewebe fu¨r das Lysat–Assay, die Histochemie und die Kryoimmun-
elektronenmikroskopie aufbereitet [193, 196].
Das Forschungsprojekt einschließlich der Tierversuche wurde von der Ethikkommission
der University of Pennsylvania in Philadelphia, USA, genehmigt.
2.7 Adenovirale Vektoren
Wie in Kapitel 1.3.4.6.2 beschrieben stellt bei der Verwendung von Virusvektoren die
Synthese von Virusproteinen mit antigenen Eigenschaften in den transfizierten Zellen
ein großes Problem dar. Es werden dadurch zellula¨re und humorale Immunreaktionen
ausgelo¨st.
Bei den in dieser Arbeit verwendeten adenoviralen Vektoren der zweiten Generation wer-
den durch die Deletion von E1 und die Inaktivierung des Genproduktes von E2a durch
eine Temperatur–sensitive Mutation (ts 125) die antigenen Eigenschaften herabgesetzt.
Außerdem findet ein gegenu¨ber der ersten Generation sta¨rkerer Promoter, der CMV–
Promoter/Enhancer, Verwendung. In die modifizierten Adenovirusvektoren werden vier
verschiedene Transgene eingeschleust:
Das komplette OTC–Transgen der Maus (mOTC), das komplette OTC–Transgen des
Menschen (hOTC) und zwei Hybride. Im ersten Hybrid ist die fu¨r die Leadersequenz
und die beiden ersten Aminosa¨uren des funktionellen Enzymanteils kodierende Region
des OTC–Transgens der Maus mit dem Rest des menschlichen OTC–Transgens gekop-
pelt (m–hOTC). Das zweite Hybrid setzt sich genau umgekehrt aus dem menschlichen
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Transgen–Anteil fu¨r die Leadersequenz und die beiden ersten Aminosa¨uren des funk-
tionellen Bereichs und dem u¨brigen Transgen–Anteil der Maus zusammen (h–mOTC).
In den anhand dieser Hybrid–Virusvektoren synthetisierten OTC–Precursoren sind also
die Leadersequenzen und die beiden ersten Aminosa¨uren des funktionellen Enzymanteils
von Mensch und Maus vertauscht und mit dem Rest des OTC–Precursors der jeweils
anderen Spezies zusammengesetzt (Abbildungen 2.1, 2.2) [196].
Die adenoviralen Vektoren wurden imWistar Institute, Institute for Human Gene Thera-
py, University of Pennsylvania in Philadelphia, USA hergestellt. Die genaue Konstruk-
tion der Virusvektoren beschreiben Ye et al. in den entsprechenden Vero¨ffentlichungen
[193, 196].
Ad5 Ad5CMVPromoter
E3-
E4
hOTC
h-m-OTC
m-h-OTC
Transgen
(Deletion E1)
mOTC
SV 40
Polyadenylierungsstelle
E2
ts 125
L1-
L5
Abbildung 2.1: Konstruktion der Virusvektoren
Ad.hOTC
Ad.mOTC
Ad.h-mOTC
Ad.m-hOTC
Virusvektor OTC-Precursor
Leader-
sequenz
funktioneller
Enzymanteil
Abbildung 2.2: Transgene OTC–Precursoren [196]
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2.8 Lysat–Assay
Die OTC–Enzymaktivita¨t wird im Lysat–Assay nach der Methode von Lee und Nuss-
baum bestimmt [96].
Das Lebergewebe wird zur Lyse der Mitochondrien zuna¨chst in einen Puffer (0,5% Tri-
ton, 10 mM HEPES pH 7,4, 2 mM Dithiothreitol) gegeben. Das Protein der Leberzellen
wird durch 3 Zyklen Einfrieren und Auftauen extrahiert. Mit einem Polytron Homogeni-
sator wird das Lebergewebe im Puffer homogenisiert. Es folgt das Zentrifugieren in einer
Mikrofuge mit Ho¨chstgeschwindigkeit fu¨r 5 Minuten. 2− 10 µg des zellula¨ren Proteins
werden mit 700 µl der Reaktionslo¨sung (5 mM Ornithin, 15 mM Carbamylphosphat,
270 mM Triethanolamin pH 7,7) fu¨r 30 Minuten bei 37 ◦C inkubiert. Zum Abbruch der
Reaktion werden 250 µl eines 3:1 Gemisches aus Phosphorsa¨ure und Schwefelsa¨ure zuge-
geben. Nach Inkubation im Dunkeln mit 50 µl 3%-igem 2,3–Butandionmonoxim fu¨r 15
Minuten bei 95− 100 ◦C wird die Citrullinproduktion ermittelt. Sie dient als Maß fu¨r die
OTC–Enzymaktivita¨t. Die Bestimmung der Citrullinproduktion erfolgt photometrisch
durch Messung der Absorption der Lo¨sung bei 490 nm Wellenla¨nge [193, 196].
Das Lysat-Assay wurde wie die Konstruktion der Virusvektoren im Wistar Institute,
Institute for Human Gene Therapy, University of Pennsylvania in Philadelphia, USA,
durchgefu¨hrt.
2.9 Histochemische Darstellung der Enzymaktivita¨t
Die histochemische Darstellung der OTC–Enzymaktivita¨t im Lebergewebe der verschie-
denen Ma¨use wird nach der Methode von Mizutani [124] angefertigt.
Gewebeschnitte von weniger als 3 mm Dicke werden zuna¨chst in 2%–igem Paraform-
aldehyd in PBS–Puffer fu¨r 4-6 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Sofort im Anschluss
werden sie fu¨r 2 Stunden mit 10%–iger Saccharose in PBS–Puffer, dann fu¨r 2 Stun-
den mit 20%–iger Saccharose in PBS–Puffer und schließlich u¨ber Nacht mit 30%–iger
Saccharose in PBS–Puffer gewaschen. Es folgt die Herstellung eines Reaktionsmediums
aus 12 mg des Lithiumsalzes von Carbamylphosphat, 20 mg L–Ornithin–Dihydrochlorid,
3, 2 g Saccharose, 16 ml 0,05 M Triethanolamin–Puffer pH 7,2, 20 ml Aqua dest. und 4 ml
1%–igem Bleinitrat. Das Bleinitrat wird tropfenweise unter kontinuierlichem Umru¨hren
zugegeben und die Lo¨sung mit 1 N Natronlauge auf den pH 7,2 eingestellt. Nach Filtern
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der leicht tru¨ben Lo¨sung werden die Gewebeschnitte im Reaktionsmedium bei Raum-
temperatur fu¨r 30 Minuten inkubiert. Es folgen 3 Waschga¨nge mit destilliertem Wasser,
die Inkubation mit 0,37%–igem Ammoniumsulfid fu¨r 1 Minute und das erneute Wa-
schen mit destilliertem Wasser. Die so pra¨parierten Gewebeschnitte werden unter dem
Lichtmikroskop begutachtet. Die Orte mit OTC–Aktivita¨t sind durch dunkelbraune Ab-
lagerungen von Bleisulfid markiert (Abbildung 3.1) [193, 196].
Die histochemische Darstellung der OTC–Enzymaktivita¨t nach Mizutani erfolgte eben-
falls im Wistar Institute, Institute for Human Gene Therapy, University of Pennsylvania
in Philadelphia, USA.
2.10 Gewebepra¨paration fu¨r die Immunelektronenmikro-
skopie
Fu¨r die Immunelektronenmikroskopie werden die Gewebeproben direkt nach der Ent-
nahme fu¨r ca. 1 Stunde in 5%–iger Paraformaldehyd–Lo¨sung fixiert. Anschließend wer-
den die Proben in kleine Gewebeblo¨cke zerteilt und fu¨r 20 Minuten in eine Polyvinyl-
pyrollidon/Saccharose–Lo¨sung gegeben, wodurch beim Einfrieren eine Eiskristallbildung
im Gewebe verhindert wird. Es folgt unter dem Stereomikroskop das Aufbringen der
Paraformaldehyd-fixierten Gewebeblo¨cke auf kleine Metallstifte, spezielle Pra¨parattra¨ger
fu¨r die Ultrakryomikrotomie. Zuvor wird u¨berschu¨ssige Saccharose mit Filterpapier vom
Pra¨parat entfernt. Ein du¨nner Film des Einbettmediums gewa¨hrleistet das Anhaften der
Gewebeprobe auf dem Pra¨parattra¨ger.
Nach Fixierung der Pra¨parate auf den Tra¨gern werden sie in Dewaren mit flu¨ssigem
Stickstoff bei −196 ◦C aufbewahrt. Diese Aufbewahrungsart stellt eine langfristige La-
gerung ohne Qualita¨tsverlust der Pra¨parate sicher.
2.11 Kryoimmunelektronenmikroskopie
2.11.1 Grundlagen
Das Verfahren der Kryoimmunelektronenmikroskopie wurde von Tokuyasu und Griffiths
entwickelt [55, 56, 57, 173, 204]. Es ermo¨glicht, die Verteilung von Antigenen in verschie-
denen Zellkompartimenten auf ultrastrukturellem Niveau zu untersuchen.
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Die Gewebeproben werden mit Antiko¨rpern gegen die zu untersuchenden Proteine be-
schichtet. Immunogoldmarker visualisieren die Bindungsstellen der Antiko¨rper. Das gro¨ß-
te Problem dieser Methode ist, die Proteine fu¨r die aufgebrachten Antiko¨rper erreichbar
zu machen ohne die Ultrastruktur der Zelle zu zersto¨ren. Generell existieren zwei ver-
schiedene Vorgehensweisen, die ”Pre–embedding“– und die ”Post–embedding“–Methode.
Bei der ”Pre–embedding“–Methode werden die Zellen zuna¨chst mit Reagenzien wie Tri-
ton X–100 oder Aceton permeabel gemacht. Diese Stoffe zersto¨ren zumindest teilweise
intrazellula¨re Membranen und damit die Ultrastruktur der Zelle. Anschließend erfolgt
die Antiko¨rperbeschichtung vor dem Einbettprozess. Daraus ergeben sich weitere ent-
scheidende Nachteile der ”Pre–embedding“–Methode: Das Reaktionsprodukt kann vom
Ort der Reaktion weg diffundieren, und eine negative Reaktion ist nicht notwendiger-
weise signifikant, da die Reagenzien mo¨glicherweise keinen Zugang zu den intrazellula¨ren
Kompartimenten hatten. Außerdem kann die Antiko¨rpermarkierung nicht quantifiziert
werden [55].
Bei der ”Post–embedding“–Methode erfolgt die Antiko¨rperbeschichtung nach dem Ein-
bettprozess. Diese Methode findet in der vorliegenden Arbeit Anwendung. Sie hat den
Vorteil, dass die Antiko¨rper alle Zellkompartimente, zumindest an der Oberfla¨che der
Schnitte, erreichen ko¨nnen. Außerdem gewa¨hrleistet dieses Verfahren die Erhaltung der
antigenen Determinanten, da eine potentielle Denaturierung vor der Antiko¨rperbeschich-
tung nur wa¨hrend der initialen Fixierung in Paraformaldehyd mo¨glich ist [56, 55]. Die
Impra¨gnierung des Gewebes mit Polyvinylpyrollidon/Saccharose verhindert die Entste-
hung von Gefrierartefakten. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die fixierten Gewe-
beproben u¨ber einen langen Zeitraum in flu¨ssigem Stickstoff aufzubewahren sind, ohne
dass ihre urspru¨ngliche Ultrastruktur und Antigenita¨t verloren gehen. So ko¨nnen mit
nur einem Gewebeblock viele verschiedene Antiko¨rperbeschichtungen durchgefu¨hrt wer-
den. Auch ko¨nnen durch die Verwendung von Immunogoldpartikeln unterschiedlicher
Gro¨ße mehrere Proteine gleichzeitig auf einem Gefrierschnitt lokalisiert werden (Ab-
schnitt 2.11.5). Dieses ist bei der ”Pre–embedding“–Methode nur schwer durchfu¨hrbar
[56, 55]. Die Art der Fixierung erlaubt außerdem das Anfertigen von Gefrierschnitten mit
sehr geringer Schnittdicke (40–80 nm). Erst dadurch werden hohe Vergro¨ßerungen im
Elektronenmikroskop erreicht. Die Ultrastruktur der Zellen sowie die Antigenverteilung
in den subzellula¨ren Kompartimenten zum Zeitpunkt der Probengewinnung lassen sich
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so exakt darstellen.
2.11.2 Befilmung der Pra¨parattra¨gernetzchen
Direkt nach dem Schneidevorgang werden die Gefrierschnitte auf ein Pra¨parattra¨gernetz-
chen aufgebracht. Auf diesem Tra¨gernetzchen erfolgt spa¨ter die Antiko¨rperbeschichtung
und die elektronenmikroskopische Begutachtung.
Zur besseren Haftung der Gefrierschnitte auf dem Pra¨parattra¨gernetzchen und zum
Schutz vor Austrocknung werden die Netze mit Formvar beschichtet. Dazu wird ein
schmaler Ablauftrichter zuna¨chst mit Chloroform durchgespu¨lt und mit 1%–iger Form-
var–Lo¨sung aufgefu¨llt. Ein trockener, sauberer Objekttra¨ger wird fu¨r ca. 5 Sekunden
in die Formvar–Lo¨sung eingetaucht und die Lo¨sung dann langsam (10 Sekunden) in
ein Becherglas abgelassen. Je langsamer die Lo¨sung abla¨uft, desto du¨nner ist der Film.
Der auf dem Objekttra¨ger befindliche Film wird mit einer Rasierklinge an den Ra¨ndern
eingeritzt und in sterilem, destillierten Wasser abgehoben. Die Pra¨parattra¨gernetzchen
ko¨nnen nun mit der matten Seite nach unten auf den schwimmenden Film gelegt werden.
Durch steiles Eintauchen eines neuen Objekttra¨gers direkt neben dem Film wird dieser
zusammen mit den Netzen aufgenommen. Nach dem Trocknen ko¨nnen die beschichteten
Pra¨parattra¨gernetzchen sofort benutzt, aber auch fu¨r la¨ngere Zeit bei Raumtemperatur
gelagert werden.
2.11.3 Glasmesserherstellung
Die Gu¨te der Gefrierschnitte ha¨ngt entscheidend von der Scha¨rfe der verwendeten Glas-
messer im Ultramikrotom ab. Das Prinzip der Herstellung erscheint theoretisch recht
einfach: Ein exakt quadratisches Stu¨ck Glas wird diagonal in 2 Ha¨lften gebrochen (Ab-
bildung 2.3). Je genauer diagonal das Glasstu¨ck gebrochen wird, desto scha¨rfer ist das
Messer. In der Praxis ist es jedoch sehr problematisch, ein exakt quadratisches Stu¨ck Glas
herzustellen und dieses genau diagonal zu brechen. Stehen die Kanten des quadratischen
Glasstu¨cks nicht genau senkrecht aufeinander, oder wird der letzte Bruch nicht exakt
diagonal ausgefu¨hrt, so entstehen 2 Messer mit einer brauchbaren scharfen Seite und
einer komplementa¨ren stumpfen Seite. Das Ziel ist es, die Breite der komplementa¨ren
Fla¨che so gering wie mo¨glich zu halten (Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.3: Ablauf der Glasmesserherstellung [55]
Schnittkante des Messers
stumpfe komplementäre Seite
Abbildung 2.4: 2 Messer nach diagonalem Bruch des Glas-
quadrates [55]
X
U
Abbildung 2.5: Blick auf die diagonale Bruchfla¨che des Mes-
sers (U = Unebenheiten in der Glasoberfla¨che, X = scha¨rfs-
ter Bereich des Messers) [55]
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Die erste Voraussetzung, ein exakt quadratisches Stu¨ck Glas, erha¨lt man durch den
Bruch eines genau doppelt so großen Glasstu¨cks in 2 Ha¨lften (Abbildung 2.3). Wird das
beno¨tigte Glasquadrat von einem Glasstreifen abgeschnitten, so verhindert das gro¨ßere
Gewicht der la¨ngeren Seite einen exakt senkrechten Bruch und das entstehende Glasstu¨ck
ist nicht genau quadratisch.
Beim Einspannen des Glasstu¨cks in den LKB 2178 Knifemaker II ist zu beachten, dass die
Kraft, die zum Brechen des Glases aufgewendet wird, symmetrisch u¨ber der Bruchlinie
angreift. Die Glasbru¨che sollten mit der geringsten ausreichenden Kraft durchgefu¨hrt
werden, so dass das Glas langsam bricht.
Die Gu¨te der Glasmesser kann nach Einspannen in das Ultramikrotom beurteilt werden.
Zuna¨chst wird die Oberfla¨che der Bruchkante auf Unebenheiten untersucht. Anschlie-
ßend wird die Linie, die auf der diagonalen Bruchfla¨che kurvenfo¨rmig zur linken oder
rechten Seite der Schnittkante verla¨uft, begutachtet (Abbildung 2.5). Sie weist auf eine
Erhebung im Glas hin, die den Winkel der Schnittkante vera¨ndert. Der scha¨rfste Bereich
des Messers befindet sich u¨ber dem mittleren Anteil der Schnittkante und erstreckt sich
bis zu der Seite, an der die Linie endet (Abbildung 2.5) [55].
Zur Verla¨ngerung der Haltbarkeit werden die fertigen Glasmesser mit dem Edwards
Coating System E306A bedampft.
2.11.4 Ultrakryomikrotomie
Das Anfertigen der Gefrierschnitte erfolgt am Sorvall MT 6000 Ultramikrotom und am
Leica EM Ultramikrotom.
Wa¨hrend des Schneidevorgangs ist eine konstante Temperatur von −100 bis −110 ◦C in-
nerhalb der Kryokammer des Mikrotoms erforderlich, damit die Integrita¨t des zu schnei-
denden Gewebes erhalten bleibt und eine gleichbleibende Schnittdicke gewa¨hrleistet ist.
Zu große Temperaturschwankungen ko¨nnen zu unterschiedlichen Schnittdicken oder so-
gar zum Abbrechen des Gewebeblocks vom Pra¨parattra¨ger fu¨hren. Zur Abku¨hlung des
Gera¨tes und Beibehaltung einer konstanten Temperatur wird kontinuierlich flu¨ssiger
Stickstoff in die Kryokammer eingeleitet. Das Pra¨parat wird zu¨gig in die Haltevorrich-
tung der Kryokammer eingespannt.
Nach dem Angleichen der Pra¨parattemperatur an die Temperatur der Kryokammer kann
mit dem Schneidevorgang begonnen werden. Dieser erfolgt wahlweise automatisch oder
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manuell. Die gewu¨nschte Schnittdicke von 40–80 nm muss vorher am Gera¨t eingegeben
werden. Der Gewebeblock wird dann an der Oberkante eines Glasmessers vorbeigefu¨hrt
und so geschnitten. Die Schnitte bleiben auf der Oberfla¨che des Glasmessers liegen. Mit
einer an einem Holzsta¨bchen befestigten Wimper werden mehrere geeignete Schnitte auf
dem Glasmesser in Gruppen zusammengelagert. Die Schnitte ko¨nnen nun mit einer mit
2,3 M Saccharose benetzten Platino¨se vom Messer abgehoben und auf die matte Sei-
te der befilmten Pra¨parattra¨gernetzchen gelegt werden. Bis zur Antiko¨rperbeschichtung
werden die Netzchen mit der matten Seite nach unten auf eisgeku¨hltem PBS–Puffer so
gelagert, dass die Schnitte in den Puffer eintauchen.
2.11.5 Antiko¨rperbeschichtung
Alle Schritte der Antiko¨rperbeschichtung erfolgen bei Raumtemperatur auf Parafilm.
Dabei werden die flu¨ssigen Reagenzien als Tropfen auf den Parafilm aufgebracht und die
Pra¨parattra¨gernetzchen mit einer Pinzette so auf die Tropfen gelegt, dass die Gefrier-
schnitte in das Reagenz eintauchen. Die Netze werden mit der Pinzette von Tropfen zu
Tropfen weitergegeben. Die verwendeten prima¨ren und sekunda¨ren Antiko¨rper sind in
Abschnitt 2.4 und 2.5 aufgelistet.
2.11.5.1 Austestung der prima¨ren und sekunda¨ren Antiko¨rper (Immuno-
goldmarker)
Es werden die optimalen Verdu¨nnungen der Antiko¨rper ermittelt, bei denen unspezifi-
sche Markierungen weitgehend ausgeschlossen sind.
Zur Austestung der Immunogoldmarker wird eine Verdu¨nnungsreihe angefertigt. Die
Marker werden dazu ohne vorherige Antiko¨rperbeschichtung mit den Gefrierschnitten
inkubiert. Eine geeignete Verdu¨nnung besteht, wenn unter dem Elektronenmikroskop
auf den Schnitten gerade kein Hintergrund, d.h. keine Goldpartikel mehr erkennbar sind.
Zur Austestung der prima¨ren Antiko¨rper werden ebenfalls Verdu¨nnungsreihen verwen-
det. Die Antiko¨rper werden in verschiedenen Konzentrationen mit den vorher ausge-
testeten Immunogoldmarkern inkubiert. Eine optimale Verdu¨nnung ist erreicht, wenn
unter dem Elektronenmikroskop in den Zellkompartimenten, in denen das zu markieren-
de Antigen normalerweise nicht vorkommt (z.B. Nucleus), keine Goldpartikel zu finden
sind. In den Zellkompartimenten, die das Antigen normalerweise enthalten, sollten viele
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 37
Goldpartikel sichtbar sein. Zur Besta¨tigung spezifischer Antigen–Antiko¨rper–Reaktionen
werden geeignete Negativkontrollen mitgefu¨hrt.
2.11.5.2 Einfache Antiko¨rpermarkierungen
Zuna¨chst wird das bei den Versuchen verwendete 5%–ige und 10%–ige fetale Ka¨lber-
serum nach dem Auftauen fu¨r 2 Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge bei 10 000 rpm
zentrifugiert. Die auf dem PBS–Puffer schwimmenden Pra¨parattra¨gernetzchen werden
als Erstes fu¨r 10 Minuten auf einen Tropfen 10%–iges fetales Ka¨lberserum gegeben,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach werden die Netzchen fu¨r 45
Minuten mit 5 µl des mit 5%–igem fetalen Ka¨lberserum verdu¨nnten Prima¨rantiko¨rpers
inkubiert. Nach der Inkubation mu¨ssen die Netzchen auf 5 Tropfen PBS–Puffer u¨ber 15
Minuten gewaschen werden. Es folgt die Inkubation mit 5 µl des mit 5%–igem fetalen
Ka¨lberserum verdu¨nnten Sekunda¨rantiko¨rpers, ebenfalls fu¨r 45 Minuten. Am Ende der
Antiko¨rperbeschichtung werden die Schnitte nochmals fu¨r 30 Minuten auf 6 Tropfen
PBS–Puffer gewaschen.
2.11.5.3 Doppelte Antiko¨rpermarkierungen
Die Beschichtung mit dem ersten Antiko¨rper entspricht der Versuchsdurchfu¨hrung der
einfachen Antiko¨rpermarkierung (Abschnitt 2.11.5.2). Fu¨r die zweite Antiko¨rperbeschich-
tung wird die Inkubation mit dem zweiten Prima¨rantiko¨rper und dem zweiten Immuno-
goldmarker an den ersten kompletten Markierungsvorgang angeschlossen. Wichtig ist,
dass die beiden verwendeten Immunogoldmarker eine unterschiedliche Goldpartikelgro¨ße
(hier 6 nm und 12 nm) aufweisen, um spa¨ter unter dem Elektronenmikroskop die erste
von der zweiten Antiko¨rpermarkierung unterscheiden zu ko¨nnen. Um Kreuzreaktionen
zu vermeiden, sollten die fu¨r den ersten und zweiten Markierungsvorgang verwendeten
Antiko¨rper von unterschiedlichen Spezies stammen.
2.11.6 Einbettung und Kontrastierung
Die Einbettung der Gefrierschnitte dient der Erhaltung der Ultrastruktur des Gewebes
und dem Schutz vor Artefakten, die beim Lufttrocknen entstehen ko¨nnen. Verwendet
wird Methylcellulose, die zur besseren Kontrastierung der Gewebestrukturen mit sau-
rem Uranylacetat im Verha¨ltnis 9:1 gemischt ist.
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Zuna¨chst werden die Pra¨parattra¨gernetzchen fu¨r 5 Minuten auf 3 Tropfen Wasser ge-
waschen. Danach erfolgt die fu¨nfminu¨tige Einbettung auf 3 Tropfen Methylcellulose/
Uranylacetat auf eisgeku¨hltem Parafilm. Die Netzchen werden mit Platino¨sen einzeln
aufgenommen und mit Filterpapier von u¨berschu¨ssigem Einbettmedium befreit. Nach
dem Trocknen ko¨nnen die Netzchen mit einer Pinzette aus den Platino¨sen herausgelo¨st
werden.
Gute Filme zeigen nach dem Trocknen goldene bis blaue Interferenzfarben. Je dicker der
Film ist, desto besser ist die Erhaltung der Ultrastruktur, jedoch auf Kosten des Kon-
trastes. Die eingebetteten Schnitte auf den Pra¨parattra¨gernetzchen ko¨nnen u¨ber la¨ngere
Zeit bei Raumtemperatur aufbewahrt und jederzeit unter dem Elektronenmikroskop un-
tersucht werden.
2.11.7 Immunelektronenmikroskopie
Die elektronenmikroskopische Begutachtung wird mit den Philips Elektronenmikrosko-
pen EM 208 und CM 10 durchgefu¨hrt. Die zu untersuchenden Zellen werden bei 16 000–
facher Vergro¨ßerung auf Kodak Elektronenmikroskopiefilm fotografiert.
2.11.8 Fotoentwicklung
Nach dem Fotografieren ko¨nnen die Fotokassetten dem Elektronenmikroskop entnommen
und in der Dunkelkammer geo¨ffnet werden. Fu¨r die Entwicklung werden die Negative
einzeln in spezielle Sta¨nder gegeben. Die Sta¨nder werden zuna¨chst fu¨r einige Minuten in
den 20 ◦C warmen Entwickler getaucht, nach kurzem Spu¨len fu¨r 10 Minuten fixiert und
anschließend fu¨r 30 Minuten gespu¨lt. Es folgt das Trocknen der entwickelten Negative
im Trockenschrank.
2.12 Fluoreszenzmikroskopie
Zur Ermittlung der Zellkerngro¨ße werden die Zellkerne der Hepatozyten mit einem spe-
ziellen Fluoreszenzfarbstoff angefa¨rbt und mit dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet
und fotografiert.
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2.12.1 Polylysin–Beschichtung der Objekttra¨ger
Zuna¨chst wird der zu beschichtende Lochobjekttra¨ger mit Spu¨lmittel gewaschen und in
einen Sta¨nder gestellt. Es folgen vier weitere Waschvorga¨nge, einmal mit Aceton und
dreimal mit Wasser. Nach dem Trocknen des Lochobjekttra¨gers im Brutschrank werden
je 15 µl einer 1:10 verdu¨nnten Polylysin–Lo¨sung in die Lo¨cher des Objekttra¨gers gegeben.
Nach 30 Minuten Einwirkzeit erfolgen das erneute Waschen mit Wasser und das Trocknen
des Objekttra¨gers. Zuletzt werden die Lo¨cher mit dem fetthaltigen Pap–Stift umrandet.
Der fertig beschichtete Objekttra¨ger wird auf mit Wasser getra¨nktes Filterpapier in eine
geschlossene Feuchtkammer gelegt.
2.12.2 Fluoreszenzfa¨rbung der Pra¨parate
Fu¨r die Fluoreszenzmikroskopie werden Gefrierschnitte von 300 nm Dicke analog dem
in Abschnitt 2.11.4 beschriebenen Schneidevorgang angefertigt.
Die Schnitte werden auf den mit Polylysin beschichteten Lochobjekttra¨ger gegeben, der
in eine Fa¨rbeku¨vette gestellt wird. Es folgt ein 15–minu¨tiges Spu¨len mit PBS–Puffer.
Anschließend wird der in PBS–Puffer gelo¨ste Fluoreszenzfarbstoff (Hoechst Dye B 2883,
0,12 µg/ml) fu¨r 45 Minuten auf den Objekttra¨ger gegeben. Nach der Fa¨rbung wird der
Objekttra¨ger erneut fu¨r 15 Minuten mit PBS–Puffer gespu¨lt und in Histosafe E 6000
Histogel eingedeckt.
2.12.3 Mikroskopische Auswertung
Unter dem Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop sind die fluoreszierenden Zellkerne der
Hepatozyten gut sichtbar. Sie werden bei 60–facher Vergro¨ßerung fotografiert. Von den
Negativen werden Positive mit 18 x 24 cm Kantenla¨nge angefertigt. Auf jedem Positiv
sind zwischen 5 und 10 Zellkerne abgebildet.
2.13 Morphometrische Analyse
Die morphometrische Analyse erfolgt wie in G. Griffiths: ”Fine structure immunocyto-
chemistry“ [59] beschrieben.
Es wird das Lebergewebe von drei unbehandelten C3HeB/J–Ma¨usen (Kontrollma¨usen),
von drei unbehandelten spf ash–Ma¨usen, von jeweils drei spf ash–Ma¨usen, die Ad.mOTC
oder Ad.hOTC erhielten, und von jeweils zwei spf ash–Ma¨usen, die mit Ad.m–hOTC oder
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Ad.h–mOTC behandelt wurden, untersucht. Nach dem Zufallsprinzip werden elektronen-
mikroskopische Bilder der ultradu¨nnen Gefrierschnitte von jeweils drei Gewebeblo¨cken
der verschiedenen Ma¨use angefertigt.
2.13.1 Grundlagen
Stereologische Methoden sind pra¨zise Hilfsmittel, um quantitative Informationen u¨ber
dreidimensionale mikroskopische Strukturen zu bekommen. Sie basieren auf elektronen-
mikroskopischen Betrachtungen von Gewebeschnitten. Mit Hilfe dieser Methoden las-
sen sich Volumen, Oberfla¨che und La¨nge von Objekten auf den Schnitten bestimmen
[57, 63, 58].
Da eine direkte Messung der genannten Parameter nicht mo¨glich ist, wird das Verha¨lt-
nis des zu bestimmenden Parameters zu einem Referenzparameter ermittelt. Auf diese
Weise werden Volumendichte, Oberfla¨chendichte und Markierungsdichte errechnet. Ist
der absolute Wert des Referenzparameters (z.B. absolutes Volumen des Zellkerns) be-
kannt, so kann u¨ber das Verha¨ltnis auf den Absolutwert des gesuchten Parameters (z.B.
absolutes Volumen der Mitochondrien) geschlossen werden.
2.13.2 Punkt–Za¨hl–Methode
Die Punkt–Za¨hl–Methode, entwickelt von Griffiths und Weibel [57, 59], ist eine effizi-
ente, leicht anzuwendende Methode, um das Verha¨ltnis zweier unregelma¨ßig geformter
Fla¨chen auf elektronenmikroskopischen Bildern zu bestimmen.
Ein transparentes Gitter mit definiertem Abstand der Testlinien wird u¨ber das Bild ge-
legt. Es werden nun die Kreuzungspunkte des Gitters innerhalb der Fla¨che eines Ko¨rpers
und innerhalb der Referenzfla¨che ausgeza¨hlt. Das Verha¨ltnis der beiden ermittelten Wer-
te entspricht dem Verha¨ltnis der Fla¨chen der verglichenen Ko¨rper (Abbildung 2.6).
2.13.3 Markierungsdichte
Die Bestimmung der Markierungsdichte [57, 59] dient dazu, den qualitativen Eindruck
von der Dichte der Goldpartikel in den einzelnen Zellkompartimenten quantitativ zu er-
fassen.
Es wird die Anzahl der Goldpartikel pro µm2 Fla¨che errechnet. Dazu werden die Gold-
partikel in einem Zellkompartiment ausgeza¨hlt und mit der Punkt–Za¨hl–Methode (Ab-
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Goldpartikel (GP)
Kreuzungspunkt
des Testgitters (P)
Schnittpunkt des Testgitters
mit der äußeren Begrenzung
(Anzahl I=17)
Abstand der Testlinien
des Gitters (d = 3mm)
Mitochondrium
(mit 6 Goldpartikeln)
Nucleus
(mit 2 Goldpartikeln)
Cytosol
(mit 8 Goldpartikeln)
Zelloberfläche
Abbildung 2.6: Punkt–Za¨hl–Methode, z.B.
MDMito =
GP [GP]·VG2
P·d2[µm2] =
6 GP·16 0002
19·3 0002µm2 = 8, 98 GP/µm
2
MDNucl =
GP [GP]·VG2
P·d2[µm2] =
2 GP·16 0002
34·3 0002µm2 = 1, 67 GP/µm
2
MDCyto =
GP [GP]·VG2
P·d2[µm2] =
8 GP·16 0002
195·3 0002µm2 = 1, 17 GP/µm
2
ODMito = I·VGP·d [µm] =
17·16 000
19·3 000 µm = 4, 77 µm
−1
VDMito = PMitoPZelle =
19
248 = 0, 08
VDNucl = PNuclPZelle =
34
248 = 0, 14
VDCyto =
PCyto
PZelle
= 195248 = 0, 79
(MD = Markierungsdichte, OD = Oberfla¨chendichte, VD = Volu-
mendichte, VG = Vergro¨ßerungsfaktor)
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schnitt 2.13.2) die angeschnittene Fla¨che des Kompartiments ermittelt. Das Verha¨ltnis
dieser beiden Gro¨ßen ergibt unter Beru¨cksichtigung des Vergro¨ßerungsfaktors und des
Abstandes der Testlinien des zur Ausza¨hlung verwendeten Gitters die Markierungsdichte
(Abbildung 2.6). Die genaue Formel lautet:
MD [GP/µm2] =
GP [GP ] · VG2
P · d2[µm2] (2.1)
(MD = Markierungsdichte, GP = Anzahl der Goldpartikel, VG = Vergro¨ßerungsfaktor,
P = Anzahl der Kreuzungspunkte des Testgitters, d = Abstand der Testlinien
des Gitters [57, 59])
Zur Bestimmung der Markierungsdichte fu¨r OTC, CPS I und ATPase(c) im Cytosol
und im Zellkern wird jeweils randomisiert eine Fla¨che von 50 µm2 pro Maus ausgeza¨hlt.
Fu¨r die Markierungsdichte in den Mitochondrien werden pro Maus randomisiert 150
Mitochondrien untersucht.
2.13.4 Oberfla¨chendichte
Mit der Oberfla¨chendichte wird das Verha¨ltnis der Oberfla¨che eines Ko¨rpers zu seinem
Volumen angegeben. Sie stellt ein Maß fu¨r die Gro¨ße von Objekten dar, um diese mit-
einander vergleichen zu ko¨nnen [57, 59, 58]. Je gro¨ßer die Oberfla¨che eines Ko¨rpers im
Verha¨ltnis zu seinem Volumen ist, d.h. je gro¨ßer die Oberfla¨chendichte ist, desto kleiner
ist der Ko¨rper.
Zur Bestimmung der Oberfla¨chendichte werden mit Hilfe der Punkt–Za¨hl–Methode der
Umfang und die Fla¨che eines Ko¨rpers ermittelt. Der Umfang ergibt sich aus der Anzahl
der Schnittpunkte der Gitterlinien mit der a¨ußeren Begrenzung des Ko¨rpers. Die Fla¨che
entspricht der Anzahl der Kreuzungspunkte des Testgitters innerhalb des Ko¨rpers. Das
Verha¨ltnis von Umfang zu Fla¨che entspricht dem Verha¨ltnis von Oberfla¨che zu Volumen
und somit der Oberfla¨chendichte (Abbildung 2.6). Die genaue Formel lautet:
OD [µm−1] =
I · VG
P · d [µm] (2.2)
(OD = Oberfla¨chendichte, I = Anzahl der Schnittpunkte der Gitterlinien mit der
a¨ußeren Begrenzung, VG = Vergro¨ßerungsfaktor, P = Anzahl der Kreuzungspunkte des
Testgitters, d = Abstand der Testlinien des Gitters [59])
Zur Ermittlung der mitochondrialen Oberfla¨chendichte in den verschiedenen Maus–
Gruppen werden randomisiert jeweils 150 Mitochondrien pro Maus untersucht.
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2.13.5 Volumendichte
Die Volumendichte bezeichnet das Verha¨ltnis zwischen dem Volumen eines Ko¨rpers und
dem Volumen eines gro¨ßeren Referenzraumes, in dem der Ko¨rper enthalten ist, so z.B.
das Verha¨ltnis zwischen dem Volumen eines Zellorganells und dem Gesamtvolumen der
Zelle [57, 59, 58]. Dieses Verha¨ltnis ist direkt proportional zu dem Verha¨ltnis der Fla¨chen
der beiden Ko¨rper auf zufa¨llig durchgefu¨hrten Schnitten.
Die Fla¨chen werden mittels der Punkt–Za¨hl–Methode (Abschnitt 2.13.2) bestimmt. Die
Volumendichte fu¨r die Mitochondrien ergibt sich aus der Anzahl der Kreuzungspunkte
des Testgitters innerhalb aller Mitochondrien einer Zelle und der Anzahl der Kreuzungs-
punkte innerhalb der ganzen Zelle (Abbildung 2.6):
VDMito =
PMito
PZelle
(2.3)
(VD = Volumendichte, P = Anzahl der Kreuzungspunkte des Testgitters [59])
Analog wird die Volumendichte fu¨r den Zellkern durch das Verha¨ltnis der Anzahl der
Kreuzungspunkte innerhalb des Zellkerns zu der Anzahl der Kreuzungspunkte innerhalb
der Gesamtzelle (VDNucl = PNuclPZelle ) bestimmt. Ebenso ergibt sich die Volumendichte fu¨r
das Cytosol aus dem Verha¨ltnis der Anzahl der Kreuzungspunkte im Cytosol zu der
Anzahl der Kreuzungspunkte innerhalb der Gesamtzelle (VDCyto =
PCyto
PZelle
, Abbildung
2.6).
Es werden jeweils 30 Hepatozyten pro Gewebeblock in allen Maus–Gruppen ausgewertet.
2.13.6 Absolutes Kernvolumen
Um von der Volumendichte auf das absolute Volumen der Gesamtzelle sowie der Mito-
chondrien und des Cytosols schließen zu ko¨nnen, muss, wie in Abschnitt 2.13.1 beschrie-
ben, ein absoluter Wert bekannt sein.
Der Zellkern von Hepatozyten hat anna¨hernd die Form einer Kugel. Wird der mittlere
Radius der Zellkerne auf zufa¨llig durchgefu¨hrten Schnitten bestimmt, so kann u¨ber die
folgende Formel das mittlere absolute Kernvolumen errechnet werden [59]:
VKugel =
4
3
· pi · r3 (2.4)
(V = Volumen, r = Radius)
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Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops werden Fotografien der Zellkerne angefertigt und
pro Gewebeblock 30 Zellkerne vermessen.
2.13.7 Absolute Volumina von Gesamtzelle, Mitochondrien und Cyto-
sol
Da das mittlere absolute Kernvolumen bekannt ist, kann durch Einsetzen dieses Wertes
in die Formel fu¨r die Volumendichte des Zellkerns das absolute Gesamtvolumen der Zelle
bestimmt werden:
VDNucl =
VNucl
VZelle
⇒ VZelle = VNucl
VDNucl
(2.5)
(VD = Volumendichte, V = Volumen [59])
Mit Hilfe des absoluten Gesamtvolumens der Zelle la¨sst sich nun auf die gleiche Weise
das absolute Volumen von Mitochondrien und Cytosol errechnen:
VDMito =
VMito
VZelle
⇒ VMito = VDMito · VZelle (2.6)
VDCyto =
VCyto
VZelle
⇒ VCyto = VDCyto · VZelle (2.7)
2.13.8 Absolute Goldpartikel–Anzahl in den einzelnen Zellkomparti-
menten
Um von der Markierungsdichte, welche die Anzahl der Goldpartikel pro µm2 Fla¨che
bezeichnet, auf die Anzahl der Goldpartikel pro µm3 Volumen schließen zu ko¨nnen,
muss die Schnittdicke beru¨cksichtigt werden. Eine gleichma¨ßige Verteilung der durch die
Goldpartikel markierten Antiko¨rper im gesamten Zellkompartiment wird vorausgesetzt.
Durch Einsetzen des absoluten Volumens der einzelnen Zellkompartimente ergibt sich
die absolute Anzahl der Goldpartikel u¨ber die Formel:
GPabs =MD · Vabs
t
(2.8)
(GP = Goldpartikel, MD = Markierungsdichte, V = Volumen, t = Schnittdicke [59])
Auf diese Weise wird die absolute Goldpartikel–Anzahl fu¨r OTC, CPS I und ATPase(c)
in den Mitochondrien, im Zellkern und im Cytosol bestimmt.
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2.13.9 Anteil der transfizierten Hepatozyten (Transfektionsrate)
Nach Injektion der Virusvektoren in die Schwanzvene der Ma¨use werden nicht alle He-
patozyten gleichermaßen, sondern nur ein gewisser Anteil von den Virusvektoren trans-
fiziert. Zur Ermittlung des prozentualen Anteils der transfizierten Hepatozyten werden
Leberzellen, deren Mitochondrien viele OTC–markierende Goldpartikel enthalten, und
solche mit fast Goldpartikel–freien Mitochondrien ausgeza¨hlt und jeweils mit der Ge-
samtzahl der ausgeza¨hlten Hepatozyten ins Verha¨ltnis gesetzt.
2.14 Student–t–Test
Die statistische Auswertung der Daten erfolgt mit dem Student–t–Test. Irrtumswahr-
scheinlichkeiten p < 0,01 bezeichnen statistisch signifikante Unterschiede, Irrtumswahr-
scheinlichkeiten p < 0,001 hochsignifikante Unterschiede [65].
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Qualitative Analyse der histochemischen Darstellung
der OTC–Enzymaktivita¨t nach Mizutani
Die OTC–Enzymaktivita¨t wird auf Gewebeschnitten histochemisch visualisiert. Die Le-
berzellen, die durch Virusvektoren mit dem kompletten OTC–Transgen der Maus
(Ad.mOTC) infiziert wurden, zeigen eine starke Enzymaktivita¨t. Fast ebenso hoch ist
die Enzymaktivita¨t in den Zellen, die Transgene mit dem Hybrid aus Leadersequenz
der Maus und OTC–Gen des Menschen (Ad.m–hOTC) erhielten. Die Zellen, die Virus-
vektoren mit der menschlichen Leadersequenz bekamen, weisen nur eine sehr schwache
OTC–Enzymaktivita¨t auf. Dabei spielt es keine Rolle, ob die menschliche Leadersequenz
mit dem menschlichen OTC–Gen (Ad.hOTC) oder mit dem OTC–Gen der Maus (Ad.h–
mOTC) kombiniert ist (Abbildung 3.1).
3.2 Ergebnisse des Lysat–Assays
Mit Hilfe des Lysat–Assays werden die OTC–Enzymaktivita¨ten im Lebergewebe der
verschiedenen Ma¨use bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 zusammengestellt
und werden als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.
Die ho¨chste OTC–Enzymaktivita¨t zeigt sich mit 173, 2 ± 119, 2 µmol Citrullin/mg Pro-
tein/h und 108, 0 ± 22, 2 µmol Citrullin/mg Protein/h im Lebergewebe der mit
Ad.mOTC bzw. mit Ad.m–hOTC behandelten Ma¨use. Die OTC–Enzymaktivita¨t im Le-
bergewebe der Kontrollma¨use betra¨gt 58, 0 ± 7, 5 µmol Citrullin/mg Protein/h und im
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Abbildung 3.1: Histochemische Darstellung der OTC–Enzymaktivita¨t nach
Mizutani. A: spfash/Ad.hOTC, B: spfash/Ad.h–mOTC, C: spfash/Ad.mOTC,
D: spfash/Ad.m–hOTC
Maus–Gruppe OTC–Enzymaktivita¨t
[µmol Citrullin/mg Protein/h]
Kontrolle 58,0 ± 7,5
spf ash 2,6 ± 0,1
spf ash/Ad.mOTC 173,2 ± 119,2
spf ash/Ad.hOTC 20,1 ± 14,9
spf ash/Ad.m–hOTC 108,0 ± 22,2
spf ash/Ad.h–mOTC 7,4 ± 2,1
Tabelle 3.1: OTC–Enzymaktivita¨t (Lysat-Assay)
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Lebergewebe der unbehandelten spf ash–Ma¨use 2, 6 ± 0, 1 µmol Citrullin/mg Protein/h.
Im Lebergewebe der mit Ad.hOTC behandelten Ma¨use kann mit 20, 1 ± 14, 9 µmol
Citrullin/mg Protein/h eine etwas ho¨here OTC–Enzymaktivita¨t als bei den unbehan-
delten spf ash–Ma¨usen gemessen werden. Sie bleibt jedoch deutlich unter der OTC–
Enzymaktivita¨t der Kontrollma¨use. Die mit Ad.h–mOTC behandelten Ma¨use weisen mit
7, 4 ± 2, 1 µmol Citrullin/mg Protein/h eine a¨hnlich niedrige OTC–Enzymaktivita¨t wie
die unbehandelten spf ash–Ma¨use auf (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Graphische Darstellung der im Lysat–Assay ermittelten OTC–
Enzymaktivita¨ten im Lebergewebe von Kontrollma¨usen, unbehandelten und
mit Ad.mOTC, Ad.hOTC, Ad.m–hOTC und Ad.h–mOTC transfizierten
spfash–Ma¨usen
3.3 Qualitative Analyse der OTC–Verteilung in den sub-
zellula¨ren Kompartimenten
Wie in Kapitel 2 beschrieben werden die OTC–Moleku¨le im Lebergewebe aller sechs
Maus–Gruppen durch polyklonale Kaninchen–Antiko¨rper gegen menschliche OTC mar-
kiert und mit Immunogoldpartikeln fu¨r die elektronenmikroskopische Betrachtung sicht-
bar gemacht. Die Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder ergibt eine Trans-
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fektionsrate von 74 - 97%.
Die Mehrheit der Hepatozyten der mit Ad.mOTC und Ad.m–hOTC behandelten Ma¨use
zeigt große Mitochondrien mit einer hohen Anzahl markierter OTC–Moleku¨le (Abbil-
dungen 3.3, 3.4). Die OTC–Markierungen sind deutlich dichter als bei den Ma¨usen aller
anderen Gruppen. In den Hepatozyten der mit Ad.hOTC behandelten Tiere ist die
mitochondriale OTC–Markierungsdichte etwas geringer als bei den Kontrollma¨usen ein-
zuscha¨tzen. Die mit Abstand wenigsten markierten OTC–Moleku¨le finden sich in den
hepatozellula¨ren Mitochondrien der mit Ad.h–mOTC transfizierten Ma¨use und der un-
behandelten spf ash–Ma¨use (Abbildung 3.4).
Im Cytosol der Leberzellen sind insgesamt deutlich weniger OTC–Markierungen als in
den Mitochondrien sichtbar (Abbildung 3.4). Einzig auffa¨llig ist eine etwas ho¨here Anzahl
an OTC–Markierungen im Cytosol der mit Ad.hOTC behandelten Ma¨use (Abbildung
3.5). U¨ber den Zellkernen der Hepatozyten aller untersuchten Ma¨use sind nur vereinzelte,
vernachla¨ssigbare OTC–Markierungen zu erkennen.
3.4 Quantitative Auswertung der OTC–Verteilung in den
subzellula¨ren Kompartimenten
Mit Hilfe der in Kapitel 2.13 beschriebenen Methoden wird die OTC–Markierungsdichte
in den Mitochondrien, im Zellkern und im Cytosol der Hepatozyten von Kontrollma¨usen,
unbehandelten und mit Ad.mOTC, Ad.hOTC, Ad.m–hOTC und Ad.h–mOTC behan-
delten spf ash–Ma¨usen ermittelt. Fu¨r die Kontrollma¨use, die unbehandelten und die mit
Ad.mOTC und Ad.hOTC transfizierten spf ash–Ma¨use wird auch die absolute Anzahl
der Goldpartikel in den Mitochondrien, im Zellkern und im Cytosol errechnet. Die Er-
gebnisse sind in den Tabellen 3.2 und 3.3 dargestellt. Die absolute Goldpartikel–Anzahl
und das absolute Volumen werden als Mittelwerte angegeben, die Markierungsdichte als
Mittelwert ± Standardabweichung.
Die OTC–Markierungsdichte in den Mitochondrien ist bei den unbehandelten spf ash–
Ma¨usen mit 8, 6 ± 9, 3 GP/µm2 gegenu¨ber den Kontrollma¨usen mit 41, 1 ± 33, 4 GP/
µm2 deutlich erniedrigt. Sie betra¨gt nur 21% der OTC–Markierungsdichte der Kon-
trollma¨use.
Die Mitochondrien der mit Ad.mOTC behandelten spf ash–Ma¨use zeigen einen star-
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Abbildung 3.3: OTC–Markierung in transfizierten und nicht transfizierten He-
patozyten. Die OTC–Moleku¨le wurden auf diesem Gefrierschnitt des Lebergewe-
bes einer mit Ad.mOTC behandelten spfash–Maus mit polyklonalen Kaninchen–
Antiko¨rpern gegen menschliche OTC markiert und durch Immunogoldparti-
kel sichtbar gemacht. Die transfizierte Leberzelle (rechts) zeigt im Vergleich
zur nicht transfizierten Zelle (links) gro¨ßere, mit deutlich mehr Goldparti-
keln angefu¨llte Mitochondrien. (TJ = Tight Junction, BC = Gallenkapillare,
ER = Endoplasmatisches Retikulum. Die Pfeile markieren die Zellmembranen der
beiden benachbarten Hepatozyten. Balken = 0, 1 µm, Vergro¨ßerung 1:50 000)
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Abbildung 3.4: OTC–Markierung der Mitochondrien aller Maus–Gruppen. Ultradu¨nne
Gefrierschnitte des Lebergewebes von Kontrollma¨usen (A), unbehandelten (B) sowie
mit Ad.mOTC (C), Ad.hOTC (D), Ad.m–hOTC (E) und Ad.h–mOTC (F) transfizier-
ten spfash–Ma¨usen wurden mit polyklonalen Kaninchen–Antiko¨rpern gegen menschliche
OTC und goldkonjugierten Ziege–anti–Kaninchen–Antiko¨rpern markiert. Abgebildet
sind repra¨sentative Mitochondrien aller Maus–Gruppen in gleicher Vergro¨ßerung. (Bal-
ken = 0, 1 µm, Vergro¨ßerung 1:50 000)
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Abbildung 3.5: OTC–Markierung im Cytosol der mit Ad.mOTC (A) und Ad.hOTC (B)
behandelten spfash–Ma¨use. Im Cytosol finden sich bei den mit Ad.hOTC (B) transfizierten
Ma¨usen deutlich mehr Goldpartikel als bei den mit Ad.mOTC (A) behandelten Ma¨usen.
(ER = Endoplasmatisches Retikulum, N = Nucleus. Die Pfeile weisen auf die Goldpartikel
hin. Balken = 0, 1 µm, Vergro¨ßerung 1:50 000)
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Maus-Gruppe Mi. Cy. Nu. Gesamt
Markierungsdichte
[GP/µm2]
41,1± 33,4 1,6± 1,5 0,9± 1,1
Kontrolle
Goldpartikel 223 459 51 126 4 405 278 990
Markierungsdichte
[GP/µm2]
8,6± 9,3 1,6± 1,3 1,3± 1,2
spf ash
Goldpartikel 46 516 58 762 8 193 113 471
Markierungsdichte
[GP/µm2]
78,6± 52,5 2,0± 1,5 1,0± 1,1
spf ash/Ad.mOTC
Goldpartikel 634 504 92 663 9 787 736 954
Markierungsdichte
[GP/µm2]
23,7± 15,5 3,7± 1,2 2,0± 0,9
spf ash/Ad.hOTC
Goldpartikel 134 901 76 676 15 245 226 822
Markierungsdichte
[GP/µm2]
79,2± 46,8 2,6± 0,8 1,7± 0,8
spf ash/Ad.m–hOTC
Goldpartikel n.b. n.b. n.b. n.b.
Markierungsdichte
[GP/µm2]
7,2± 6,3 1,9± 0,7 1,5± 0,8
spf ash/Ad.h–mOTC
Goldpartikel n.b. n.b. n.b. n.b.
Tabelle 3.2: OTC–Markierungsdichte und absolute Goldpartikel–Anzahl (Mi: Mitochon-
drien, Cy: Cytosol, Nu: Nucleus, n.b.: nicht bestimmt)
Maus–Gruppe Absolutes Volumen [µm3]
Mi. Cy. Nu. Zelle
Kontrolle 544,2 3136,6 473,6 4154,4
spf ash 540,9 3791,1 630,2 4962,2
spf ash/Ad.mOTC 807,6 4610,1 941,1 6358,8
spf ash/Ad.hOTC 569,2 2077,9 781,8 3428,9
Tabelle 3.3: Absolute Volumina von Mitochondrien, Cytosol, Nucleus und Gesamtzelle
(Mi: Mitochondrien, Cy: Cytosol, Nu: Nucleus)
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ken Anstieg der OTC–Markierungsdichte auf 78, 6 ± 52, 5 GP/µm2. Ebenso groß ist
der Anstieg der OTC–Markierungsdichte in den Mitochondrien der mit Ad.m–hOTC
behandelten Ma¨use (79, 2 ± 46, 8 GP/µm2). Damit sind die mitochondrialen OTC–
Markierungsdichten in den mit Ad.mOTC und Ad.m–hOTC transfizierten Ma¨usen un-
gefa¨hr doppelt so hoch wie in den Kontrollma¨usen und ca. neunmal so hoch wie in den
unbehandelten spf ash–Ma¨usen.
Zwischen den mitochondrialen OTC–Markierungsdichten der Kontrollma¨use und der
unbehandelten spf ash–Ma¨use besteht im Student–t–Test ein hochsignifikanter Unter-
schied (p < 0, 001). Ebenso ergibt der Student–t–Test einen hochsignifikanten Unter-
schied (p < 0, 001) fu¨r die OTC–Markierungsdichte der mit Ad.mOTC transfizierten
Ma¨use gegenu¨ber den Kontrollma¨usen und den unbehandelten spf ash–Ma¨usen sowie fu¨r
die OTC–Markierungsdichte der mit Ad.m–hOTC behandelten Ma¨use gegenu¨ber den
Kontrollma¨usen und den unbehandelten spf ash–Ma¨usen (Abbildung 3.6).
Die OTC–Markierungsdichte in den Mitochondrien der mit Ad.hOTC transfizierten
spf ash–Ma¨use zeigt mit 23, 7 ± 15, 5 GP/µm2 nur einen leichten Anstieg gegenu¨ber den
unbehandelten spf ash–Ma¨usen. Sie ist nur halb so hoch wie die OTC–Markierungsdichte
in den Mitochondrien der Kontrollma¨use. Bei der mitochondrialen OTC–Markierungs-
dichte der mit Ad.h–mOTC behandelten Ma¨use (7, 2 ± 6, 3 GP/µm2) ist sogar u¨ber-
haupt kein Unterschied zu den unbehandelten spf ash–Ma¨usen zu verzeichnen.
Unter Beru¨cksichtigung des absoluten Gesamtvolumens der Mitochondrien eines Hepa-
tozyten ergibt sich eine absolute Anzahl von 634 504 Goldpartikeln in den Mitochondrien
der mit Ad.mOTC behandelten Ma¨use, von 223 459 Goldpartikeln in den Mitochondrien
der Kontrollma¨use, von 134 901 Goldpartikeln in den Mitochondrien der mit Ad.hOTC
transfizierten Ma¨use und von 46 516 Goldpartikeln in den Mitochondrien der unbehandel-
ten spf ash–Ma¨use. Diese Ergebnisse stimmen mit den OTC–Markierungsdichten u¨ber-
ein. Sie zeigen, dass die Menge an mitochondrialer OTC pro Hepatozyt in den mit
Ad.mOTC behandelten spf ash–Ma¨usen in der Tat fast dreimal so hoch ist wie in den
Kontrollma¨usen.
Die OTC–Markierungsdichte im Cytosol der Hepatozyten ist bei allen untersuchten
Ma¨usen deutlich niedriger als in den Mitochondrien. Die ho¨chste cytosolische OTC–
Markierungsdichte findet sich mit 3, 7 ± 1, 2 GP/µm2 in den mit Ad.hOTC behandel-
ten spf ash–Ma¨usen (Tabelle 3.2, Abbildung 3.5). Die dennoch niedrigere absolute Anzahl
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von 76 676 Goldpartikeln im Cytosol gegenu¨ber den mit Ad.mOTC behandelten Ma¨usen
(92 663 Goldpartikel im Cytosol) erkla¨rt sich durch ein kleineres Gesamtvolumen des Cy-
tosols der mit Ad.hOTC transfizierten Hepatozyten (Tabellen 3.2, 3.3).
Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse das Verha¨ltnis der im Lysat–Assay bestimm-
ten OTC–Enzymaktivita¨ten fu¨r die verschiedenen Maus–Gruppen. Sie besta¨tigen auch
den bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung gewonnenen optischen Eindruck von
der Verteilung der Goldpartikel in den hepatozellula¨ren Mitochondrien der untersuchten
Ma¨use.
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Abbildung 3.6: Graphische Darstellung der Markierungsdichten fu¨r OTC in den Mito-
chondrien, im Cytosol und im Zellkern. Es wurden die OTC–Markierungsdichten in den
subzellula¨ren Kompartimenten der Hepatozyten von Kontrollma¨usen, unbehandelten und
mit Ad.mOTC, Ad.hOTC, Ad.m–hOTC und Ad.h–mOTC transfizierten spfash–Ma¨usen
ermittelt.
3.5 Qualitative Analyse der Mitochondriengro¨ße
Bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung der Gewebeschnitte fa¨llt auf, dass die
Mitochondrien in den Hepatozyten der unbehandelten spf ash–Ma¨use im Durchschnitt
kleiner sind als die Mitochondrien in den Leberzellen der Kontrollma¨use. Die Hepa-
tozyten, die Virusvektoren mit der Leadersequenz der Maus (Ad.mOTC oder Ad.m–
hOTC) erhielten, zeigen deutlich vergro¨ßerte Mitochondrien gegenu¨ber den unbehandel-
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ten spf ash–Ma¨usen, nicht so jedoch die Hepatozyten, die Virusvektoren mit der mensch-
lichen Leadersequenz (Ad.hOTC oder Ad.h–mOTC) bekamen (Abbildung 3.4).
3.6 Quantitative Auswertung der Mitochondriengro¨ße
Um den optischen Eindruck von der durchschnittlichen Mitochondriengro¨ße in den ver-
schiedenen Maus–Gruppen zu quantifizieren, wird, wie in Kapitel 2.13.4 beschrieben, die
mitochondriale Oberfla¨chendichte errechnet. Die Oberfla¨chendichte gibt das Verha¨ltnis
der Oberfla¨che eines Mitochondriums zu seinem Volumen an. Je kleiner dieses Verha¨ltnis
ist, d.h. je kleiner die Oberfla¨chendichte ist, desto gro¨ßer ist das Mitochondrium.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Sie werden als Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung angegeben.
Maus–Gruppe Mitochondriale Oberfla¨chendichte
[µm−1]
Kontrolle 10,9 ± 4,2
spf ash 11,6 ± 3,6
spf ash/Ad.mOTC 9,8 ± 2,9
spf ash/Ad.hOTC 12,3 ± 4,9
spf ash/Ad.m–hOTC 9,4 ± 2,8
spf ash/Ad.h–mOTC 12,5 ± 4,2
Tabelle 3.4: Mitochondriale Oberfla¨chendichte
Die durchschnittliche mitochondriale Oberfla¨chendichte in den Leberzellen der Kon-
trollma¨use betra¨gt 10, 9 ± 4, 2 µm−1. Die Mitochondrien in den Hepatozyten der unbe-
handelten spf ash–Ma¨use besitzen mit 11, 6 ± 3, 6 µm−1 eine gro¨ßere Oberfla¨chendichte,
sind also im Durchschnitt kleiner. Ein entgegengesetztes Bild zeigt sich in den Leber-
zellen, die Virusvektoren mit der Leadersequenz der Maus, also Ad.mOTC oder Ad.m–
hOTC, erhielten. In diesen beiden Gruppen betra¨gt die Oberfla¨chendichte der Mitochon-
drien 9, 8 ± 2, 9 µm−1 und 9, 4 ± 2, 8 µm−1. Es kommt also durch die Behandlung mit
Ad.mOTC und Ad.m–hOTC zu einer Gro¨ßenzunahme der Mitochondrien.
Die Berechnung der Oberfla¨chendichte fu¨r die mit Ad.hOTC behandelten Ma¨use er-
gibt 12, 3 ± 4, 9 µm−1, fu¨r die mit Ad.h–mOTC behandelten Ma¨use 12, 5 ± 4, 2 µm−1.
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Daraus folgt, dass die Behandlung mit Virusvektoren, die die menschliche Leadersequenz
enthalten, nicht in der Lage ist, die durchschnittliche Gro¨ße der Mitochondrien auf das
Niveau der gesunden Kontrollma¨use anzuheben.
Insgesamt verschiebt sich das Verteilungsprofil der mitochondrialen Oberfla¨chendich-
ten nach Transfektion mit Ad.mOTC oder Ad.m–hOTC von dem der unbehandelten
spf ash–Ma¨use zu dem der gesunden Kontrollma¨use. Nach Transfektion mit Ad.hOTC
oder Ad.h–mOTC bleibt das Verteilungsprofil unvera¨ndert gegenu¨ber dem der unbehan-
delten spf ash–Ma¨use (Abbildungen 3.7, 3.8).
Der Unterschied zwischen den mitochondrialen Oberfla¨chendichten der mit Ad.mOTC
bzw. Ad.m–hOTC behandelten Ma¨use und der unbehandelten spf ash–Ma¨use ist hoch-
signifikant (p < 0, 001).
Die Ergebnisse der quantitativen Analyse stimmen mit dem optischen Eindruck ei-
ner Gro¨ßenzunahme der Mitochondrien in den Leberzellen, die Virusvektoren mit der
Leadersequenz der Maus (Ad.mOTC oder Ad.m–hOTC) erhielten, u¨berein.
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Abbildung 3.7: Verteilungsprofil der mitochondrialen Oberfla¨chendichten von Kontroll-
ma¨usen, unbehandelten sowie mit Ad.mOTC und Ad.m–hOTC transfizierten spfash–
Ma¨usen
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Abbildung 3.8: Verteilungsprofil der mitochondrialen Oberfla¨chendichten von Kontroll-
ma¨usen, unbehandelten sowie mit Ad.hOTC und Ad.h–mOTC transfizierten spfash–
Ma¨usen
3.7 Qualitative Analyse der CPS I–Verteilung in den sub-
zellula¨ren Kompartimenten
Gema¨ß der Versuchsbeschreibung in Kapitel 2.11.5.3 werden ultradu¨nne Gefrierschnit-
te des Lebergewebes von Kontrollma¨usen, unbehandelten sowie mit Ad.mOTC und
Ad.hOTC transfizierten spf ash–Ma¨usen mit polyklonalen Kaninchen–Antiko¨rpern gegen
Ratten–CPS I und menschliche OTC beschichtet. Die Antiko¨rper werden mit Immuno-
goldpartikeln unterschiedlicher Gro¨ße visualisiert. Eine Kolokalisierung von CPS I und
OTC wird durchgefu¨hrt, um die CPS I–Markierungsdichte nur in den transfizierten, also
gentherapeutisch korrigierten Zellen bestimmen zu ko¨nnen. Da beide Prima¨rantiko¨rper
(polyklonale Kaninchen–Antiko¨rper) von der gleichen Spezies stammen, ko¨nnen auch
als Sekunda¨rantiko¨rper nur Ziege–anti–Kaninchen–Antiko¨rper verwendet werden. So-
mit treten Kreuzreaktionen auf. Der erste Sekunda¨rantiko¨rper (Ziege–anti–Kaninchen–
Antiko¨rper) mit einem Goldpartikeldurchmesser von 12 nm reagiert nur mit durch den
ersten Prima¨rantiko¨rper markierten CPS I–Moleku¨len. Der zweite Sekunda¨rantiko¨rper
(Ziege–anti–Kaninchen–Antiko¨rper) mit einem Goldpartikeldurchmesser von 6 nm er-
kennt allerdings sowohl OTC– als auch CPS I–Moleku¨le, da beide Enzyme durch Kanin-
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chen–Antiko¨rper markiert sind. Demnach werden nur die CPS I–Moleku¨le zuverla¨ssig
durch die zuerst aufgebrachten 12 nm großen Goldpartikel gekennzeichnet. Da in die-
sem Versuch jedoch keine Quantifizierung der OTC–Markierungen angestrebt wird, son-
dern sie nur zur Unterscheidung von transfizierten (viele OTC–Markierungen) und nicht
transfizierten Zellen (wenige OTC–Markierungen) dienen, sind die Kreuzreaktionen ver-
nachla¨ssigbar.
Ziel des Versuchs ist es, festzustellen, ob durch die gentherapeutische Korrektur des
OTC–Mangels auch die Menge an CPS I in den subzellula¨ren Kompartimenten beein-
flusst wird.
Die elektronenmikroskopische Auswertung ergibt eine erho¨hte Menge an durch Goldpar-
tikel markierten CPS I–Moleku¨len in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen. Der niedrigste
CPS I–Gehalt findet sich in den Mitochondrien der Kontrollma¨use und der mit Ad.hOTC
behandelten Ma¨use. In den Mitochondrien der mit Ad.mOTC transfizierten Ma¨use zeigt
sich eine mittlere Dichte von CPS I–Moleku¨len (Abbildung 3.9).
Auch in diesem Experiment sind im Cytosol und im Zellkern deutlich weniger Immuno-
gold–Markierungen der Enzyme als in den Mitochondrien zu finden (Abbildung 3.9).
Im Vergleich zu allen u¨brigen untersuchten Ma¨usen kann eine etwas ho¨here Dichte von
CPS I–Moleku¨len im Cytosol und im Zellkern der mit Ad.hOTC transfizierten Ma¨use
festgestellt werden.
3.8 Quantitative Auswertung der CPS I–Verteilung in den
subzellula¨ren Kompartimenten
Analog der Berechnung der OTC–Markierungsdichte wird auch die Markierungsdichte
fu¨r CPS I in den Mitochondrien, im Zellkern und im Cytosol von Kontrollma¨usen, unbe-
handelten sowie mit Ad.mOTC und Ad.hOTC transfizierten spf ash–Ma¨usen bestimmt.
Außerdem wird die absolute Goldpartikel–Anzahl in den einzelnen Zellkompartimenten
ermittelt. Tabelle 3.5 gibt die Ergebnisse als Mittelwerte bzw. Mittelwerte ± Standard-
abweichung wieder.
Die CPS I–Markierungsdichte in den Mitochondrien der Kontrollma¨use betra¨gt 56, 9 ±
32, 9 GP/µm2. Eine ho¨here Markierungsdichte fu¨r CPS I findet sich mit 75, 6 ± 44, 9
GP/µm2 in den Mitochondrien der unbehandelten spf ash–Ma¨use. Fu¨r die mit Ad.mOTC
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Abbildung 3.9: CPS I–Markierung der Mitochondrien von Kontrollma¨usen (A), un-
behandelten (B) sowie mit Ad.mOTC (C) und Ad.hOTC (D) transfizierten spfash–
Ma¨usen. Abgebildet sind repra¨sentative Mitochondrien der verschiedenen Maus–
Gruppen in gleicher Vergro¨ßerung. (Balken = 0, 1 µm, Vergro¨ßerung 1:50 000)
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Maus-Gruppe Mi. Cy. Nu. Gesamt
Markierungsdichte
[GP/µm2]
56,9± 32,9 1,6± 1,7 1,0± 1,3
Kontrolle
Goldpartikel 309 392 49 871 4 689 363 952
Markierungsdichte
[GP/µm2]
75,6± 44,9 2,4± 2,0 1,1± 1,3
spf ash
Goldpartikel 409 014 89 091 6 680 504 785
Markierungsdichte
[GP/µm2]
70,6± 40,8 2,0± 1,9 1,0± 1,2
spf ash/Ad.mOTC
Goldpartikel 570 141 92 663 9 129 671 933
Markierungsdichte
[GP/µm2]
48,8± 38,8 7,8± 3,7 4,6± 1,5
spf ash/Ad.hOTC
Goldpartikel 277 772 162 080 35 963 475 815
Tabelle 3.5: CPS I–Markierungsdichte und absolute Goldpartikel–Anzahl (Mi: Mitochon-
drien, Cy: Cytosol, Nu: Nucleus)
transfizierten Ma¨use wird eine etwas niedrigere mitochondriale CPS I–Markierungsdichte
von 70, 6 ± 40, 8 GP/µm2 errechnet. Interessanterweise zeigt sich die niedrigste Markie-
rungsdichte fu¨r CPS I in den Mitochondrien der mit Ad.hOTC behandelten Ma¨use. Sie
betra¨gt 48, 8 ± 38, 8 GP/µm2.
Der Unterschied der mitochondrialen CPS I–Markierungsdichten ist hochsignifikant
(p < 0,001) zwischen den Kontrollma¨usen und den unbehandelten spf ash–Ma¨usen und
signifikant (p < 0,01) zwischen den Kontrollma¨usen und den mit Ad.mOTC transfizier-
ten Ma¨usen.
Unter Beru¨cksichtigung des durchschnittlichen Gesamtvolumens der Mitochondrien in
den Hepatozyten der verschiedenen Maus–Gruppen ergibt sich eine absolute Anzahl
von 309 392 Goldpartikeln in den Mitochondrien der Kontrollma¨use und von 409 014
Goldpartikeln in den Mitochondrien der unbehandelten spf ash–Ma¨use. Die noch ho¨here
Anzahl von 570 141 Goldpartikeln in den Mitochondrien der mit Ad.mOTC behandelten
Ma¨use bei doch niedrigerer Markierungsdichte als in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen
erkla¨rt sich durch das gro¨ßere Gesamtvolumen der Mitochondrien (Tabelle 3.3). Die nied-
rigste Anzahl von Goldpartikeln findet sich mit 277 772 in den mit Ad.hOTC behandelten
spf ash–Ma¨usen. Dieses Ergebnis stimmt mit der ebenfalls niedrigsten Markierungsdichte
fu¨r CPS I u¨berein.
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Abbildung 3.10: Graphische Darstellung der Markierungsdichten fu¨r CPS I in den Mito-
chondrien, im Cytosol und im Zellkern. Die CPS I–Markierungsdichte wurde in den ent-
sprechenden subzellula¨ren Kompartimenten von Kontrollma¨usen, unbehandelten sowie mit
Ad.mOTC und Ad.hOTC transfizierten spfash–Ma¨usen bestimmt.
Die ho¨chsten CPS I–Markierungsdichten im Cytosol und im Zellkern zeigen mit 7, 8 ±
3, 7 GP/µm2 und 4, 6 ± 1, 5 GP/µm2 die mit Ad.hOTC behandelten Ma¨use. Die CPS I–
Konzentrationen im Cytosol und im Zellkern der u¨brigen Ma¨use sind deutlich niedriger
(Abbildung 3.10). Auch die ho¨chste absolute Goldpartikel–Anzahl, sowohl im Cytosol
als auch im Zellkern, findet sich bei den mit Ad.hOTC transfizierten Ma¨usen (Tabel-
le 3.5). Die ho¨here absolute Goldpartikel–Anzahl im Cytosol und im Zellkern der mit
Ad.mOTC transfizierten Ma¨use bei niedrigerer Markierungsdichte als in den unbehan-
delten spf ash–Ma¨usen resultiert wiederum aus den gro¨ßeren absoluten Volumina von
Cytosol und Zellkern (Tabellen 3.5, 3.3).
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3.9 Qualitative Analyse der ATPase(c)–Verteilung in den
subzellula¨ren Kompartimenten
Wie fu¨r CPS I werden auch fu¨r die Analyse der ATPase(c)–Verteilung in den einzel-
nen Zellkompartimenten der transfizierten Leberzellen Doppelmarkierungen gema¨ß der
Beschreibung in Kapitel 2.11.5.3 durchgefu¨hrt. ATPase(c)– und OTC–Moleku¨le werden
durch polyklonale Kaninchen–Antiko¨rper markiert und mit Immunogoldpartikeln un-
terschiedlicher Gro¨ße visualisiert. Da auch in diesem Versuch ausschließlich Kaninchen–
Antiko¨rper als Prima¨rantiko¨rper und Ziege–anti–Kaninchen–Antiko¨rper als Sekunda¨r-
antiko¨rper verwendet werden, kommt es ebenfalls zu Kreuzreaktionen. Allerdings dient
auch in diesem Versuch die Markierung der OTC–Moleku¨le ausschließlich der Unter-
scheidung von transfizierten und nicht transfizierten Leberzellen. Die Kreuzreaktionen
haben keine Bedeutung fu¨r die quantitative Auswertung der zuerst markierten ATP-
ase(c)–Moleku¨le (Abschnitt 3.7).
Es wird das Lebergewebe von Kontrollma¨usen, unbehandelten sowie mit Ad.mOTC und
Ad.hOTC transfizierten spf ash–Ma¨usen bearbeitet. Der Versuch dient dazu, die Aus-
wirkungen der gentherapeutischen Korrektur des OTC–Mangels auf die mitochondriale
ATP–Produktion festzustellen. Die Konzentration des mitochondrial kodierten Enzyms
ATPase(c) wird dabei als Parameter fu¨r die ATP–Produktion verwendet.
In den Mitochondrien der unbehandelten spf ash–Ma¨use sind deutlich weniger durch
Goldpartikel markierte ATPase(c)–Moleku¨le vorhanden als in den Mitochondrien der
Kontrollma¨use. Zwischen der Dichte der ATPase(c)–Markierungen in den Mitochondrien
der mit Ad.mOTC behandelten Ma¨use und der Kontrollma¨use kann kein wesentlicher
Unterschied festgestellt werden. Im Gegensatz dazu enthalten die Mitochondrien der mit
Ad.hOTC transfizierten Ma¨use nur in etwa so viele Goldpartikel wie die Mitochondrien
der unbehandelten spf ash–Ma¨use, also deutlich weniger als die Mitochondrien der Kon-
trollma¨use (Abbildung 3.11).
Im Cytosol und im Zellkern sind wesentlich weniger ATPase(c)–Markierungen als in den
Mitochondrien vorhanden. Unterschiede zwischen den verschiedenen Maus–Gruppen fin-
den sich nicht (Abbildung 3.11).
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3.10 Quantitative Auswertung der ATPase(c)–Verteilung
in den subzellula¨ren Kompartimenten
Auch fu¨r das Enzym ATPase(c) werden die Markierungsdichte und die absolute An-
zahl der Goldpartikel in den Mitochondrien, im Cytosol und im Zellkern der verschie-
denen Versuchstier–Gruppen (Kontrollma¨use, unbehandelte sowie mit Ad.mOTC und
Ad.hOTC transfizierte spf ash–Ma¨use) ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.6 zu-
sammengestellt und als Mittelwerte bzw. Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben.
Maus-Gruppe Mi. Cy. Nu. Gesamt
Markierungsdichte
[GP/µm2]
23,2± 26,2 1,0± 1,9 0,2± 0,6
Kontrolle
Goldpartikel 126 042 31 366 947 158 355
Markierungsdichte
[GP/µm2]
15,8± 14,2 0,8± 1,1 0,1± 0,4
spf ash
Goldpartikel 85 459 30 329 630 116 418
Markierungsdichte
[GP/µm2]
23,6± 16,7 0,7± 1,1 0,3± 0,6
spf ash/Ad.mOTC
Goldpartikel 190 828 32 271 2 823 225 922
Markierungsdichte
[GP/µm2]
17,0± 13,8 0,8± 0,5 0,5± 0,4
spf ash/Ad.hOTC
Goldpartikel 96 764 16 624 3 909 117 297
Tabelle 3.6: ATPase(c)–Markierungsdichte und absolute Goldpartikel–Anzahl (Mi: Mito-
chondrien, Cy: Cytosol, Nu: Nucleus)
Die Markierungsdichte fu¨r ATPase(c) ist in den Mitochondrien der unbehandelten spf ash–
Ma¨use mit 15, 8 ± 14, 2 GP/µm2 gegenu¨ber den Kontrollma¨usen mit 23, 2 ± 26, 2
GP/µm2 hochsignifikant (p < 0, 001) erniedrigt. Die Mitochondrien der mit Ad.mOTC
transfizierten spf ash–Ma¨use zeigen einen Anstieg der ATPase(c)–Markierungsdichte auf
23, 6 ± 16, 7 GP/µm2. Auch dieser Anstieg gegenu¨ber den unbehandelten spf ash–Ma¨u-
sen ist im Student–t–Test hochsignifikant (p < 0, 001). Daraus folgt, dass die mitochon-
driale ATPase(c)–Konzentration der spf ash–Ma¨use durch die gentherapeutische Korrek-
tur des OTC–Mangels mit Ad.mOTC auf den Wert der gesunden Kontrollma¨use ange-
hoben wird. Demgegenu¨ber betra¨gt die ATPase(c)–Markierungsdichte in den Mitochon-
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drien der mit Ad.hOTC behandelten spf ash–Ma¨use nur 17, 0 ± 13, 8 GP/µm2. Sie ist,
wie die ATPase(c)–Markierungsdichte in den Mitochondrien der unbehandelten spf ash–
Ma¨use, gegenu¨ber den Kontrollma¨usen hochsignifikant (p < 0, 001) erniedrigt. Die Trans-
fektion mit Ad.hOTC fu¨hrt also nicht zu einer Erho¨hung der ATPase(c)–Konzentration
gegenu¨ber den unbehandelten spf ash–Ma¨usen (Abbildung 3.12).
Unter Beru¨cksichtigung des Gesamtvolumens der Mitochondrien eines Hepatozyten er-
gibt sich eine mittlere absolute Anzahl von 85 459 Goldpartikeln in den Mitochondrien
der unbehandelten spf ash–Ma¨use, von 126 042 Goldpartikeln in den Mitochondrien der
Kontrollma¨use, von 190 828 Goldpartikeln in den Mitochondrien der mit Ad.mOTC be-
handelten Ma¨use und von 96 764 Goldpartikeln in den Mitochondrien der mit Ad.hOTC
transfizierten Ma¨use. Diese Ergebnisse stimmen mit dem Verha¨ltnis der mitochondrialen
Markierungsdichten fu¨r ATPase(c) der verschiedenen Ma¨use u¨berein.
Keine signifikanten Unterschiede lassen sich zwischen den ATPase(c)–Markierungsdichten
im Cytosol und im Zellkern der Hepatozyten der verschiedenen Ma¨use finden. Sie sind
bei allen untersuchten Tieren gleichermaßen niedrig (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.11: ATPase(c)–Markierung der Mitochondrien von Kontrollma¨usen (A),
unbehandelten (B) sowie mit Ad.mOTC (C) und Ad.hOTC (D) transfizierten spfash–
Ma¨usen. Abgebildet sind repra¨sentative Mitochondrien der verschiedenen Maus–Grup-
pen in gleicher Vergro¨ßerung. (Balken = 0, 1 µm, Vergro¨ßerung 1:50 000)
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Abbildung 3.12: Graphische Darstellung der Markierungsdichten fu¨r ATPase(c) in den
Mitochondrien, im Cytosol und im Zellkern. Die ATPase(c)–Markierungsdichte wurde in
den entsprechenden subzellula¨ren Kompartimenten von Kontrollma¨usen, unbehandelten
sowie mit Ad.mOTC und Ad.hOTC transfizierten spfash–Ma¨usen bestimmt.
Kapitel 4
Diskussion
Drei große Studien aus den USA, Frankreich und Japan [111, 156, 178] belegen, dass
die konventionelle, symptomatische Therapie trotz Einfu¨hrung neuer Medikamente die
hohe Letalita¨t der neonatalen Form des OTC–Mangels nicht herabsetzen kann. Die
Prognose bleibt mit einer U¨berlebensrate von max. 25% a¨ußerst schlecht (Abschnitt
1.3.4.4). Die konventionelle Therapie ist außerdem nicht in der Lage, rezidivierende
Hyperammona¨mien und damit dauerhafte neurologische Scha¨den zuverla¨ssig zu verhin-
dern [8, 129, 156, 178].
Die Lebertransplantation stellt zur Zeit die einzige kurative Therapieoption des OTC–
Mangels dar. Sie ist jedoch bei sehr kleinen Sa¨uglingen, trotz der Fortschritte in der chir-
urgischen Technik, schwierig durchzufu¨hren und fu¨r Patienten mit der neonatalen Form
meist nicht schnell genug zu organisieren (Abschnitt 1.3.4.5). Daru¨ber hinaus birgt die
u¨ber Jahrzehnte durchzufu¨hrende Immunsuppression hohe Risiken in sich. Die Auswir-
kungen der Immunsuppressiva auf die ko¨rperliche und geistige Entwicklung sind noch
nicht in vollem Umfang abscha¨tzbar [119].
Angesichts der Grenzen der konventionellen Therapie und der Lebertransplantation er-
scheint die Entwicklung einer neuen kurativen Behandlungsform notwendig. Der Erfolg
der Lebertransplantation [27, 156, 187, 206, 83] la¨sst vermuten, dass eine somatische
Gentherapie, ausgerichtet auf die Hepatozyten, eine effektive kurative Therapie darstel-
len ko¨nnte [193].
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4.1 Effizienter Import der transgenen OTC der Maus in
die Mitochondrien von Hepatozyten OTC–defizienter
spf ash–Ma¨use
Ye et al. [193] untersuchten die Effizienz adenoviraler Vektoren der zweiten Generation in
der Gentherapie OTC–defizienter spf ash–Ma¨use mit Hilfe biochemischer und histoche-
mischer Methoden. Ihr besonderes Augenmerk galt der Abha¨ngigkeit der Effizienz von
der Verwendung spezies–homologer OTC–Transgene. Durch die intraveno¨se Injektion
von Virusvektoren der zweiten Generation, die das OTC–Transgen der Maus enthielten,
in die Schwanzvene von adulten spf ash–Ma¨usen konnte eine komplette Normalisierung
der hepatischen OTC–Enzymaktivita¨t, der Orotsa¨ure-U¨berproduktion und des Serum–
Glutaminspiegels fu¨r mindestens zwei Monate erreicht werden. Bei der Verwendung des
gleichen Virusvektors mit dem menschlichen OTC–Transgen konnte nur eine geringfu¨gi-
ge Steigerung der OTC–Enzymaktivita¨t gegenu¨ber unbehandelten spf ash–Ma¨usen erzielt
werden. Ye et al. [193] erkla¨rten dieses Pha¨nomen mit den Auswirkungen destruktiver
Immunprozesse, die sich gegen die transgene, menschliche OTC als Neoantigen richteten.
Die Existenz solcher Immunreaktionen wurde auch von anderen Untersuchern nachge-
wiesen [190, 189, 192].
Zwei weitere Erkla¨rungen sind fu¨r die Ineffizienz der Virusvektoren mit dem menschli-
chen OTC–Transgen im Mausmodell denkbar. Die erste liefert der von Morsy et al. [128]
beschriebene dominant–negative Effekt des endogenen, mutanten Enzyms auf die Akti-
vita¨t der transgenen OTC. Morsy et al. postulierten die Formation von Heterotrimeren
aus endogenen, mutanten OTC–Untereinheiten und transgenenWildtyp–Untereinheiten.
Die endogenen, mutanten Untereinheiten sollten einen dominant–negativen Effekt auf
die Aktivita¨t des OTC–Heterotrimers ausu¨ben. Dieses Pha¨nomen wurde bei der spf–
Maus und bei Patienten beobachtet, deren Mutation ebenfalls eine Erniedrigung der
OTC–Enzymaktivita¨t aber nicht eine Herabsetzung der Expression der mutanten OTC
verursachte. Demgegenu¨ber wurde bei Patienten, deren Mutation zu einer deutlich ver-
minderten Expression der mutanten OTC fu¨hrte, nach Injektion der Virusvektoren ein
weitaus gro¨ßerer Anstieg der OTC–Enzymaktivita¨t registriert. Bei ihnen kam es nicht
zur Bildung von Heterotrimeren aus endogenen, mutanten Untereinheiten und transge-
nen Wildtyp–Untereinheiten, die die Aktivita¨t der transgenen OTC beeintra¨chtigten.
Morsy et al. schlossen daraus, dass die Art der Mutation mit ihrer Auswirkung auf die
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Expression der endogenen, mutanten OTC einen entscheidenden Einfluss auf den Erfolg
einer somatischen Gentherapie hat.
Ye et al. [196] u¨berpru¨ften Morsy’s Annahme eines dominant–negativen Effekts der endo-
genen, mutanten OTC durch die Koexpression mutanter OTC und Wildtyp–OTC in Zel-
len von Mensch und Maus. Dazu wurden zwei verschiedene Mutationen in das Wildtyp–
OTC–Gen eingebaut. Eine Mutation (R92Q) bewirkte eine deutliche Herabsetzung der
OTC–Enzymaktivita¨t ohne Beeintra¨chtigung der Expression des Proteins. Die andere
Mutation (R141Q) setzte die OTC–Enzymaktivita¨t und –expression gleichermaßen her-
ab. Menschliche Leberzellen wurden mit Gemischen aus Virusvektoren mit mutanter
OTC–cDNA und Wildtyp–OTC–cDNA infiziert. Weder bei Verwendung von Virusvek-
toren mit der R92Q–Mutation noch von Virusvektoren mit der R141Q–Mutation wurde
eine wesentliche Reduktion der OTC–Enzymaktivita¨t registriert. Selbst ein 9:1–Gemisch
aus mutanter OTC–cDNA und Wildtyp–OTC–cDNA hatte keine Auswirkungen. Eine
geringfu¨gige Erniedrigung der OTC–Enzymaktivita¨t konnte nach Injektion von Virus-
vektoren mit der R92Q–Mutation in Maus–Leberzellen beobachtet werden. Sie wurde
der Hepatotoxizita¨t der Virusvektoren zugeschrieben, da in–vitro kein negativer Effekt
festzustellen war.
Außerdem testeten Ye et al. Virusvektoren mit dem menschlichen OTC–Transgen und
dem OTC–Transgen der Maus (Wildtyp) sowohl in spf– als auch in spf ash–Ma¨usen. Bei
spf–Ma¨usen mit einer auf 150% erho¨hten Menge mutanter OTC wa¨re ein dominant–
negativer Effekt denkbar, nicht so jedoch bei spf ash–Ma¨usen, bei denen die Expres-
sion der mutanten OTC deutlich vermindert und außerdem ihre Aminosa¨uresequenz
gegenu¨ber der Wildtyp–OTC nicht wesentlich vera¨ndert ist. Ye et al. fanden in beiden
Mausmodellen keine voneinander abweichenden Ergebnisse fu¨r die Effizienz der Virus-
vektoren. Sie schlossen aus ihren Experimenten, dass ein dominant–negativer Effekt der
endogenen, mutanten OTC nicht signifikant zur Ineffizienz der Virusvektoren mit dem
menschlichen OTC–Transgen im Mausmodell beitra¨gt.
Eine andere Erkla¨rung fu¨r die Ineffizienz wa¨re, dass der artfremde, menschliche OTC–
Precursor von den Hepatozyten der Maus nicht in die Mitochondrien importiert oder
nicht in der erforderlichen Weise bearbeitet werden kann, um die katalytisch aktive Form
zu bilden [196]. In der vorliegenden Arbeit wird dieser Vermutung nachgegangen. Dazu
wird die Verteilung der anhand von Transgenen verschiedener Virusvektoren syntheti-
sierten OTC in den subzellula¨ren Kompartimenten der Hepatozyten von spf ash–Ma¨usen
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sowohl qualitativ als auch quantitativ untersucht.
Bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung zeigen die unbehandelten spf ash–Ma¨use
erwartungsgema¨ß eine deutlich niedrigere Dichte von OTC–Moleku¨len in den Mitochon-
drien der Hepatozyten als die gesunden Kontrollma¨use. Die quantitative Auswertung
ergibt, dass durch die Behandlung mit Adenovirusvektoren, die das OTC–Transgen der
Maus enthalten, eine Steigerung der mitochondrialen OTC–Konzentration auf das Dop-
pelte gegenu¨ber den Kontrollma¨usen und auf das Neunfache gegenu¨ber den unbehandel-
ten spf ash–Ma¨usen erzielt werden kann (Kapitel 3.4). Dieses spricht fu¨r einen effizien-
ten mitochondrialen Import der transgenen OTC–Precursoren. Die niedrige cytosolische
Konzentration der anhand von Transgenen der Maus synthetisierten OTC, die vergleich-
bar mit der cytosolischen OTC–Konzentration in den Kontrollma¨usen ist, unterstu¨tzt
die Annahme eines sehr schnellen mitochondrialen Imports der OTC nach dem Gen-
transfer (Kapitel 3.4).
Diese mit der Methode der Kryoimmunelektronenmikroskopie gewonnenen Erkenntnisse
besta¨tigen die Ergebnisse des Lysat–Assays und der histochemischen Darstellung der
OTC–Enzymaktivita¨t. Nach Transfektion der spf ash–Ma¨use mit Virusvektoren, die das
OTC–Transgen der Maus enthalten, kann im Lysat–Assay eine dreifache Steigerung
der OTC–Enzymaktivita¨t gegenu¨ber den Kontrollma¨usen und eine ausgepra¨gte sechs-
undsechzigfache Steigerung gegenu¨ber den unbehandelten spf ash–Ma¨usen nachgewiesen
werden (Kapitel 3.2). Der Anstieg der Enzymaktivita¨t zeigt, dass der transgene OTC–
Precursor nicht nur effizient in die Mitochondrien aufgenommen, sondern auch korrekt
bearbeitet, d.h. zum funktionsfa¨higen Enzym zusammengesetzt und gefaltet wird. Inter-
essant ist die Feststellung, dass es durch die Gentherapie nicht nur zu einer mit den Kon-
trollma¨usen vergleichbaren mitochondrialen OTC–Konzentration und -Enzymaktivita¨t
kommt, sondern weitaus ho¨here Werte erreicht werden.
Die Untersuchung des Lebergewebes von spf ash–Ma¨usen, die Virusvektoren mit dem
OTC–Transgen des Menschen erhielten, zeigt abweichende Ergebnisse.
Die OTC–Konzentration in den Mitochondrien ist nach dem Gentransfer nur geringfu¨gig
ho¨her als in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen, gerade einmal halb so hoch wie in den
Kontrollma¨usen (Kapitel 3.4). Auffa¨llig ist eine gegenu¨ber den unbehandelten und den
mit dem OTC–Transgen der Maus behandelten Tiere eine erho¨hte cytosolische Konzen-
tration an OTC. Diese Beobachtung spricht dafu¨r, dass ein großer Anteil der im Cytosol
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synthetisierten transgenen OTC–Precursoren nicht in die Mitochondrien aufgenommen
und deshalb auch nicht in die katalytisch aktiven Enzyme u¨berfu¨hrt werden kann. Die
relativ niedrige, im Lysat–Assay gemessene Enzymaktivita¨t besta¨tigt diese Annahme
(Kapitel 3.2).
Die Versuche dieser Arbeit ergeben weiterhin eine etwas ho¨here absolute Anzahl an
OTC–markierenden Goldpartikeln in den mit dem menschlichen OTC–Transgen behan-
delten Ma¨usen als in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen. Sie ist aber niedriger als in den
Hepatozyten der Kontrollma¨use und der mit dem OTC–Transgen der Maus behandel-
ten Tiere (Kapitel 3.4). Unter Beru¨cksichtigung der Halbwertszeit des OTC–Precursors
von 1–2 Minuten im Cytosol [25, 126, 75, 35] ko¨nnte die geringe absolute Anzahl der
OTC–Partikel in den Leberzellen der mit dem menschlichen OTC–Transgen behandelten
Ma¨use auf eine Degradation eines Teils der nicht in die Mitochondrien aufgenommenen
menschlichen OTC–Precursoren hindeuten.
Insgesamt besta¨tigen die vorliegenden Ergebnisse die Feststellung von Ye et al. [193],
dass der Einbau des menschlichen OTC–Transgens in den Adenovirusvektor zu weniger
guten Resultaten in Bezug auf die Korrektur des OTC–Mangels fu¨hrt als die Verwendung
des spezies–homologen Transgens. Die Ursache dafu¨r scheint ein behinderter Import der
menschlichen OTC–Precursoren in die Mitochondrien der spf ash–Maus zu sein, wie es
die erho¨hte cytosolische Konzentration und die niedrige mitochondriale Konzentration
der menschlichen OTC–Precursoren vermuten lassen.
4.2 Einfluss von spezies–spezifischen Unterschieden in der
Leadersequenz der transgenen OTC auf die Effizienz
des mitochondrialen Importmechanismus
Wie in der Einleitung (Kapitel 1.2) beschrieben wiesen verschiedene Untersucher nach,
dass die NH2–terminale Leadersequenz der Anteil des OTC–Precursors ist, der einen kor-
rekten Import in das Mitochondrium gewa¨hrleistet [76, 137]. Es liegt deshalb nahe zu
vermuten, dass spezies–spezifische Unterschiede in der Leadersequenz fu¨r den behinder-
ten Import der menschlichen OTC–Precursoren in die hepatozellula¨ren Mitochondrien
von spf ash–Ma¨usen verantwortlich sind. Alleine zehn der sechsundzwanzig unterschied-
lichen Aminosa¨uren in den OTC–Precursoren von Mensch und Maus sind in der Leader-
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sequenz lokalisiert [193].
Um die oben aufgestellte Theorie zu besta¨tigen, wird in der vorliegenden Arbeit die
Wirkung von zwei weiteren Adenovirusvektoren untersucht. Beide enthalten als Trans-
gen ein Hybrid: Einerseits ist die fu¨r den funktionellen Enzymanteil kodierende Regi-
on des menschlichen OTC–Gens mit der Leadersequenz der Maus, andererseits genau
umgekehrt die fu¨r den funktionellen Enzymanteil kodierende Sequenz des OTC–Gens
der Maus mit der menschlichen Leadersequenz gekoppelt. Außerdem sind die DNA–
Sequenzen fu¨r die ersten beiden Aminosa¨uren des funktionellen OTC–Anteils vertauscht,
da diesen beiden Aminosa¨uren eine entscheidende Rolle bei der Erkennung der Abspal-
tungsregion durch MIP wa¨hrend der Abspaltung der Leadersequenz zugeschrieben wird
[85].
Der mitochondriale OTC–Gehalt ist nach der Behandlung mit Virusvektoren, die das
Hybrid aus menschlichem OTC–Gen und Leadersequenz der Maus enthalten, ebenso
hoch wie bei der Verwendung von Vektoren mit dem kompletten OTC–Transgen der
Maus (Kapitel 3.4). Auch die im Lysat–Assay gemessene OTC–Enzymaktivita¨t ist um
das Zweiundvierzigfache ho¨her als in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen (Kapitel 3.2).
Demgegenu¨ber ist nach der Behandlung mit Vektoren, die das Hybrid aus OTC–Gen
der Maus und menschlicher Leadersequenz beinhalten, kein Anstieg der mitochondrialen
OTC–Konzentration gegenu¨ber den unbehandelten spf ash–Ma¨usen zu verzeichnen.
Warum es bei dem Einsatz von Vektoren mit dem kompletten menschlichen OTC–
Transgen dennoch zu einem leichten Anstieg der mitochondrialen OTC–Konzentration
kommt, bleibt unklar. Es ist zu vermuten, dass dazu eine insgesamt ho¨here Expression
des menschlichen OTC–Transgens gegenu¨ber dem Hybrid beitra¨gt. Sie wird durch die
ebenfalls ho¨here Konzentration im Cytosol angedeutet (Kapitel 3.4).
Das Experiment mit den Hybrid–Virusvektoren besta¨tigt, dass die spezies–spezifischen
Unterschiede in der Leadersequenz und den beiden ersten Aminosa¨uren des funktionel-
len Enzymanteils tatsa¨chlich fu¨r den Import des transgenen OTC–Precursors in das
Mitochondrium und die korrekte U¨berfu¨hrung des Precursors in das katalytisch aktive
Enzym entscheidend sind. Damit sind sie fu¨r die geringere Effizienz von Virusvektoren
mit artfremden Transgenen verantwortlich. Unterschiede im u¨brigen Anteil des OTC–
Precursors scheinen weniger bedeutsam, wenn nicht unbedeutend zu sein.
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4.3 Korrektur der verminderten Mitochondriengro¨ße un-
behandelter OTC–defizienter spf ash–Ma¨use durch die
somatische Gentherapie
Elektronenmikroskopische Untersuchungen des Lebergewebes OTC–defizienter Patien-
ten ergaben sehr variable Vera¨nderungen der Organellen von Hepatozyten. Gelegentlich
zeigten sich Struktur- und Gro¨ßenvera¨nderungen sowie eine vera¨nderte Anzahl der Mito-
chondrien [201, 2, 159]. Im Gegensatz dazu fanden sich in anderen Studien keine oder nur
minimale Vera¨nderungen der Mitochondrien wie z.B. eine verminderte Elektronendichte
der Matrix [82, 205].
In der vorliegenden Arbeit zeigt sich bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung
in den Leberzellen OTC–defizienter spf ash–Ma¨use eine geringere Mitochondriengro¨ße
als bei den Kontrollma¨usen. Die Bestimmung der Oberfla¨chendichte besta¨tigt diesen
optischen Eindruck (Kapitel 3.6). Eine geringere Mitochondriengro¨ße passt zu der in
zahlreichen Untersuchungen am spf ash–Mausmodell gemachten Feststellung, dass die
OTC–Proteinmenge in der Leber durch eine quantitative Mutation auf 10% der Menge
nicht OTC–defizienter Ma¨use herabgesetzt ist [18, 140]. Da OTC immerhin ca. 5% der
Gesamtproteinmenge der mitochondrialen Matrix ausmacht [33], ist zu vermuten, dass
eine Verminderung der OTC–Proteinmenge um 90% auch zu einer Gro¨ßenabnahme der
Mitochondrien fu¨hrt.
Durch die Behandlung der spf ash–Ma¨use mit adenoviralen Vektoren, die das OTC–
Transgen der Maus enthalten, kommt es zu einer Zunahme der Mitochondriengro¨ße.
Es wird sogar die Mitochondriengro¨ße der Kontrollma¨use erreicht (Kapitel 3.6). Die-
se Gro¨ßenzunahme kann durch die in Abschnitt 4.1 erla¨uterte effiziente Aufnahme der
transgenen OTC in die Mitochondrien erkla¨rt werden, da durch sie der Proteingehalt
der Mitochondrien erho¨ht wird. Sie ist damit ein weiterer Beweis fu¨r die Fa¨higkeit der
somatischen Gentherapie, die Vera¨nderungen, die der OTC–Mangel nach sich zieht, zu
korrigieren [193].
Auch durch die Injektion von Adenovirusvektoren mit dem Hybrid aus menschlichem
OTC–Gen und Leadersequenz der Maus wird eine Normalisierung der Mitochondrien-
gro¨ße erreicht. Diese Beobachtung besta¨tigt die Annahme, dass fu¨r den Import des OTC–
Precursors die Eigenschaften der Leadersequenz entscheidend sind.
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Erwartungsgema¨ß kann durch den Einsatz von Vektoren mit dem kompletten artfrem-
den Transgen oder auch nur mit der artfremden Leadersequenz keine Normalisierung
der Mitochondriengro¨ße erzielt werden. Diese Ergebnisse unterstu¨tzen die These, dass
die Mitochondrien der spf ash–Maus OTC–Precursoren mit artfremden Leadersequenzen
nicht effektiv aufnehmen.
4.4 Partielle Korrektur der durch den OTC–Mangel ver-
a¨nderten CPS I–Konzentration in den Leberzellen
OTC–defizienter spf ash–Ma¨use
Erga¨nzend zum Nachweis eines effizienten Imports der transgenen OTC–Precursoren
mit spezies–homologen Leadersequenzen in die Mitochondrien von spf ash–Ma¨usen wird
in der vorliegenden Arbeit nach einem mo¨glichen positiven Effekt der Gentherapie auf
die Vera¨nderung der CPS I–Aktivita¨t bei OTC–defizienten Ma¨usen gesucht.
CPS I ist wie OTC ein in der mitochondrialen Matrix lokalisiertes Protein. Das korre-
spondierende Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 [1]. CPS I katalysiert den
ersten Schritt des Harnstoffzyklus, also die Synthese von Carbamylphosphat aus Am-
monium und Bicarbonat (Kapitel 1.1, [25]). Wie OTC wird auch CPS I durch nuklea¨re
DNA kodiert. Der CPS I–Precursor wird an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert
und posttranslational in das Mitochondrium importiert. Dort erfolgt die Abspaltung der
Leadersequenz vom 165 kD großen Precursor. Zwei Untereinheiten (160 kD) werden zu-
sammengesetzt und zum funktionsfa¨higen Enzym gefaltet [42, 33, 25]. Auch bei CPS I ist
die NH2–terminale Leadersequenz fu¨r den mitochondrialen Import verantwortlich [25].
CPS I ist ein sehr großes Protein, welches ca. 20% der gesamten Proteinmenge der mito-
chondrialen Matrix und ca. 4% des gesamten Leberzellproteins darstellt [25, 33, 125].
CPS I und OTC bilden zusammen den mitochondrialen Anteil des Harnstoffzyklus, an
dessen Ende die Synthese von Citrullin steht. Es wird angenommen, dass die Funk-
tionen von CPS I und OTC eng aneinander gekoppelt sind [33]. Deshalb ist es wahr-
scheinlich, dass durch den OTC–Mangel auch die CPS I–Aktivita¨t beeintra¨chtigt wird.
Sowohl Dubois et al. [42] als auch Bachmann et al. [4] berichteten u¨ber eine Erho¨hung
der CPS I–Aktivita¨t im Lebergewebe von spf–Ma¨usen. Da keine Erho¨hung des CPS I–
mRNA–Gehaltes festgestellt werden konnte, wurde der Anstieg der CPS I–Aktivita¨t als
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posttranslationales Pha¨nomen gedeutet [42]. Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei
spf–Ma¨usen wurde bei spf ash–Ma¨usen bisher nur eine unvera¨nderte oder sogar vermin-
derte CPS I–Aktivita¨t beschrieben [42, 33].
In der vorliegenden Arbeit werden die mitochondrialen CPS I–Konzentrationen fu¨r Kon-
trollma¨use, unbehandelte und durch Virusvektoren mit dem kompletten Transgen der
Maus und des Menschen transfizierte spf ash–Ma¨use bestimmt. Dabei wird untersucht,
ob durch die gentherapeutische Korrektur des OTC–Mangels auch eine vera¨nderte mito-
chondriale CPS I–Konzentration der spf ash–Ma¨use normalisiert wird.
Erstaunlicherweise zeigen die unbehandelten spf ash–Ma¨use eine hochsignifikant erho¨hte
mitochondriale CPS I–Konzentration gegenu¨ber den Kontrollma¨usen, was mit den Be-
schreibungen fu¨r spf–Ma¨use u¨bereinstimmt (Kapitel 3.8, [42, 4]). Die abnorm hohe
CPS I–Konzentration la¨sst sich als Kompensationsmechanismus fu¨r die defekte OTC
deuten [4]. Die Erho¨hung des CPS I–Gehaltes ko¨nnte einen Versuch darstellen, genu¨gend
Substrat fu¨r die deutlich verminderte Menge funktionsfa¨higer OTC bereitzustellen, um
die Citrullin–Synthese auf mo¨glichst hohem Niveau zu halten.
In den Ma¨usen, die Adenovirusvektoren mit dem kompletten OTC–Transgen der Maus
erhielten, findet sich eine etwas niedrigere mitochondriale CPS I–Konzentration als in
den unbehandelten spf ash–Ma¨usen. Sie liegt aber noch u¨ber der Konzentration der Kon-
trollma¨use (Kapitel 3.8). Daraus la¨sst sich schließen, dass durch die gentherapeutische
Korrektur des OTC–Mangels auch die abnorm hohe CPS I–Konzentration zumindest
teilweise normalisiert wird. Da der Abbau der CPS I mit einer Halbwertszeit von 7,7 Ta-
gen abla¨uft [184], die Versuchstiere aber schon vier Tage nach Injektion der Virusvekto-
ren geto¨tet wurden, kann das genaue Ausmaß der Korrektur der erho¨hten CPS I–Menge
nicht beurteilt werden. Es liegt jedoch nahe, eine komplette Normalisierung zu einem
spa¨teren Zeitpunkt nach Injektion der adenoviralen Vektoren zu erwarten.
Erstaunlicherweise wird die niedrigste mitochondriale CPS I–Konzentration in den mit
dem kompletten menschlichen OTC–Transgen behandelten Tieren gemessen. Sie ist so-
gar noch niedriger als die mitochondriale CPS I–Konzentration in den Kontrollma¨usen.
Demgegenu¨ber ist der CPS I–Gehalt im Cytosol auffallend ho¨her als bei allen u¨brigen
untersuchten Ma¨usen (Kapitel 3.8). Wie bereits in Abschnitt 4.1 der Diskussion erwa¨hnt,
findet sich in den mit Ad.hOTC behandelten Ma¨usen ebenfalls die ho¨chste cytosolische
Konzentration an OTC. Daraus wurde geschlossen, dass der anhand des artfremden
Transgens synthetisierte OTC–Precursor nicht effektiv in die Mitochondrien aufgenom-
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men werden kann. Eine Erkla¨rung fu¨r die erho¨hte cytosolische und erniedrigte mitochon-
driale Konzentration an CPS I ko¨nnte die Beeintra¨chtigung des mitochondrialen Imports
der CPS I–Precursoren durch die im Cytosol in großer Anzahl vorhandenen, ebenfalls
nicht importierten OTC–Precursoren sein.
Auch im Hinblick auf die Auswirkungen der Gentherapie auf die CPS I–Konzentration ist
die Verwendung von Virusvektoren mit spezies–homologer Leadersequenz von einer ho-
hen Effizienz gekennzeichnet. Diese Virusvektoren sind in der Lage, die abnorm erho¨hte
mitochondriale CPS I–Menge in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen zumindest partiell
zu korrigieren.
4.5 Korrektur der ATP–Verarmung im Lebergewebe un-
behandelter OTC–defizienter spf ash–Ma¨use
Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen des Hirngewebes von Patienten mit
OTC–Mangel ergaben eine kortikale Atrophie, eine verzo¨gerte Myelinisierung und eine
Alzheimer–Typ–II–Astrozytose [29]. Untersuchungen an der spf–Maus zeigten einen Ver-
lust von cholinergen, serotoninergen und glutaminergen Neuronen [122]. Unter anderem
wird ein gesto¨rter zerebraler Energiestoffwechsel fu¨r diese irreversiblen Hirndefekte und
die damit verbundenen neurologischen Defizite nach rezidivierenden Hyperammona¨mien
verantwortlich gemacht [29, 122, 28].
Ratnakumari et al. [148, 147] und Mawal et al. [117] berichteten neben dem sekunda¨ren
Mangel an Carnitin, freiem CoA, Acetyl–CoA und anderen Energiestoffwechselmetabo-
liten u¨ber eine ATP–Verarmung im Hirn–und Lebergewebe OTC–defizienter spf–Ma¨use.
Sie nahmen an, dass die Ursache der ATP–Verarmung vor allem in der Inhibition von
Atmungsketten–Enzymen, wie der Cytochrom–c–Oxidase, liegt.
Schon Hindfelt et al. [73] zeigten 1977, dass Ammoniak im Hirngewebe den Transfer
von NADH/ NAD+ aus dem Cytosol in die Mitochondrien u¨ber den Malat–Aspartat–
Transporter beeintra¨chtigt. Mawal et al. [117] besta¨tigten diesen Mechanismus auch fu¨r
das Lebergewebe. Er ko¨nnte zu einer substrat–gesteuerten Inhibition von Atmungsketten–
Enzymen und damit zu einer verminderten ATP–Produktion fu¨hren.
Neben diesem direkten Effekt der Hyperammona¨mie auf den Malat–Aspartat–Transpor-
ter ko¨nnte auch die im Lebergewebe von spf–Ma¨usen nachgewiesene erho¨hte Aktivita¨t
von CPS I [117] zur Sto¨rung des Transporters beitragen. Die exzessive Produktion von
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Carbamylphosphat wu¨rde mit dem cytosolischen Aspartat zu Orotat reagieren. Die Ver-
armung an Aspartat wu¨rde dann den Malat–Aspartat–Transporter hemmen [117].
Ein anderer vermuteter Mechanismus der ATP–Verarmung ist die Instabilita¨t der mito-
chondrialen Membran durch freie Radikale. Da die Atmungsketten–Enzyme in der mito-
chondrialen Membran lokalisiert sind, wu¨rden auch sie durch die Instabilita¨t der Mem-
bran beeintra¨chtigt [117].
In der vorliegenden Arbeit wird neben der Untersuchung des mitochondrialen Imports
der transgenen OTC und den Auswirkungen der Gentherapie auf die vera¨nderte CPS I–
Konzentration der Frage nachgegangen, ob die Gentherapie in der Lage ist, die eben
beschriebenen Sto¨rungen des hepatischen Energiestoffwechsels, insbesondere die ATP–
Verarmung, zu korrigieren.
Es wird angenommen, dass eine chronische ATP–Verarmung zu einer Down–Regulation
der ATPase–Untereinheit c (ATPase(c)) in den Mitochondrien fu¨hrt, eine verminderte
ATPase(c)–Menge also eine ATP–Verarmung anzeigt. Die Untereinheit c ist ein Bestand-
teil des mitochondrialen ATPase–Komplexes und umfasst 75 Aminosa¨uren mit einem
Molekulargewicht von insgesamt 7602 Dalton [92].
Die mitochondrialen ATPase(c)–Konzentrationen werden in den Leberzellen von Kon-
trollma¨usen, unbehandelten und durch Virusvektoren mit dem kompletten OTC–Trans-
gen des Menschen und der Maus transfizierten spf ash–Ma¨usen bestimmt.
In den unbehandelten spf ash–Ma¨usen zeigt sich eine deutlich niedrigere mitochondriale
ATPase(c)–Konzentration als in den Kontrollma¨usen (Kapitel 3.10). Dieses steht im Ein-
klang mit den Beobachtungen einer ATP–Verarmung im Lebergewebe von spf–Ma¨usen
[148, 147]. Durch die Behandlung der spf ash–Ma¨use mit Virusvektoren, die das OTC–
Transgen der Maus enthalten, kann die mitochondriale ATPase(c)–Konzentration auf
das Niveau der Kontrollma¨use angehoben werden. Unter Beru¨cksichtigung der ebenfalls
angestiegenen Gro¨ße der Mitochondrien ist der ATPase(c)–Gehalt in den gentherapierten
spf ash–Ma¨usen sogar ho¨her als in den Kontrollma¨usen (Kapitel 3.10). Vorausgesetzt, dass
der erho¨hte ATPase(c)–Gehalt mit einer erho¨hten ATP–Produktion einher geht, la¨sst
sich schließen, dass die somatische Gentherapie mit adenoviralen Vektoren die Fa¨higkeit
besitzt, die ATP–Verarmung in der Leber OTC–defizienter spf ash–Ma¨use zu korrigie-
ren. Dieses ist zumindest fu¨r Adenovirusvektoren mit spezies–homologen Transgenen
der Fall. Daru¨ber hinaus tra¨gt die erho¨hte mitochondriale ATPase(c)–Menge auch zur
Gro¨ßenzunahme der Mitochondrien in den gentherapeutisch behandelten spf ash–Ma¨usen
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bei.
Mit Adenovirusvektoren, die das menschliche OTC–Transgen enthalten, kann die mito-
chondriale ATPase(c)–Konzentration nicht merklich angehoben werden. Diese Beob-
achtung unterstu¨tzt abermals die Annahme, dass die Verwendung artfremder OTC–
Transgene in den Virusvektoren zu einer deutlichen Abschwa¨chung der Effizienz der
Gentherapie fu¨hrt.
Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit Anhaltspunkte dafu¨r, dass sich der therapeuti-
sche Effekt der Gentherapie auch auf die Korrektur der hepatischen ATP–Verarmung
und damit auf die Normalisierung des hepatischen Energiestoffwechsels erstreckt. Da die
ATP–Verarmung in Leber–und Hirngewebe in engem Zusammenhang zu stehen scheint
[148, 117, 147], la¨sst sich vermuten, dass die Gentherapie auch dazu fa¨hig ist, den zerebra-
len Energiestoffwechsel zu normalisieren. Dieses ko¨nnte dazu beitragen, die irreversiblen
neurologischen Scha¨den durch rezidivierende Hyperammona¨mien zu verhindern.
Kapitel 5
Schlussfolgerungen und
Perspektiven
Zusammenfassend besta¨tigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Effizienz der so-
matischen Gentherapie mit adenoviralen Vektoren in der Behandlung OTC–defizienter
spf ash–Ma¨use. Die Korrektur der OTC–Enzymaktivita¨t und der biochemischen Vera¨nde-
rungen, wie erho¨hter Serum–Glutaminspiegel und Orotsa¨ure–U¨berproduktion, wurde be-
reits von Ye et al. [193] nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit kann jedoch erstmals
auf ultrastruktureller Ebene gezeigt werden, dass die transgenen OTC–Precursoren ef-
fizient in die Mitochondrien aufgenommen werden, wo sie die funktionsfa¨higen Enzyme
bilden. Die Untersuchungen ko¨nnen insbesondere die herausragende Rolle von spezies–
spezifischen Unterschieden in der Leadersequenz fu¨r den mitochondrialen Import der
OTC–Precursoren besta¨tigen.
Welche Aminosa¨uresequenzen innerhalb der Leadersequenz genau u¨ber einen effektiven
Import und ein effektives Processing des OTC–Precursors entscheiden, wird durch die in
dieser Arbeit durchgefu¨hrten Experimente nicht gekla¨rt. Ausgehend von einem korrekten
Import und einem korrekten Processing des menschlichen OTC–Precursors in Mitochon-
drien von Ratten [77, 78, 79] liegt es nahe, die Ursache fu¨r den gesto¨rten Import von
Precursoren mit der menschlichen Leadersequenz in die Mitochondrien von Ma¨usen in-
nerhalb der Aminosa¨uren zu suchen, die bei Mensch und Ratte identisch, bei der Maus
aber verschieden sind [196]. Diese Aminosa¨ure–Unterschiede existieren in Position 21,
24 und 26 der Leadersequenz. Ye et al. [196] gaben aber zu bedenken, dass Unterschiede
zwischen Maus und Ratte weniger bedeutsam sein mu¨ssten als Unterschiede zwischen
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Nager und Mensch, da sie in der Evolution doch weit enger zusammenliegen. Deshalb
ist es eher plausibel, dass eine oder mehrere der sieben unterschiedlichen Aminosa¨uren
zwischen Nager (Maus und Ratte) und Mensch fu¨r den korrekten Import des OTC–
Precursors verantwortlich sind.
Studien zur Entwicklung einer Gentherapie des OTC–Mangels sind auf die Verwen-
dung von Mausmodellen angewiesen [196]. Deshalb bleibt es eine wichtige Aufgabe,
in zuku¨nftigen Untersuchungen die fu¨r einen korrekten Import des OTC–Precursors
verantwortlichen Aminosa¨ure–Unterschiede zwischen Mensch und Maus innerhalb der
Leadersequenz zu identifizieren. Dazu ko¨nnten ebenfalls entsprechende Hybrid-Virus-
vektoren konstruiert werden. Unterschiedlich aufgebaute Leadersequenzen mu¨ssten mit
dem funktionellen Anteil des OTC–Precursors der Maus gekoppelt werden. Zum Nach-
weis eines effizienten Imports der unterschiedlich konstruierten OTC–Precursoren in
die Mitochondrien von Hepatozyten OTC–defizienter Ma¨use ko¨nnten die in dieser Ar-
beit beschriebenen Methoden der Kryoimmunelektronenmikroskopie und der morpho-
metrischen Analyse verwendet werden. Sind die fu¨r einen korrekten Import des OTC–
Precursors entscheidenden Aminosa¨uren oder Aminosa¨uresequenzen identifiziert, kann
die Effizienz eines Virusvektors im Mausmodell weitaus besser beurteilt und bei der
Konstruktion neuer Virusvektoren beru¨cksichtigt werden.
In der vorliegenden Arbeit wird weiterhin gezeigt, dass durch die Gentherapie des OTC–
Mangels sekunda¨re metabolische Vera¨nderungen, wie die Erho¨hung der CPS I–Konzen-
tration und die ATP–Verarmung im Lebergewebe OTC–defizienter spf ash–Ma¨use, zu-
mindest partiell korrigiert werden.
Besonderes Interesse fu¨r zuku¨nftige Untersuchungen sollte die Normalisierung der he-
patischen ATP–Verarmung finden. Wie in Kapitel 4.5 erwa¨hnt ist zu vermuten, dass
durch die Gentherapie auch der zerebrale Energiestoffwechsel normalisiert wird und da-
mit langfristig neurologische Spa¨tscha¨den verhindert werden ko¨nnen. Diese U¨berlegung
wu¨rde fu¨r eine umfassende, weitreichende Korrektur der metabolischen Auswirkungen
des OTC–Mangels durch die Gentherapie sprechen, die u¨ber die Beseitigung der auf die
Leber begrenzten Vera¨nderungen hinausgeht. Eine experimentelle Besta¨tigung der hier
aufgestellten Hypothesen steht jedoch noch aus. Ob die auf die Leber bezogene somati-
sche Gentherapie tatsa¨chlich in der Lage ist, auch die metabolischen Vera¨nderungen im
Gehirn zu korrigieren, und durch welche biochemischen Mechanismen dieses geschieht,
sind Fragen, die Gegenstand weiterer Untersuchungen sein sollten.
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Bisher stellt die Lebertransplantation die einzige kurative Therapie der schweren For-
men des OTC–Mangels dar. Nach den Erkenntnissen dieser Arbeit erfu¨llt die somati-
sche Gentherapie mit adenoviralen Vektoren viele Voraussetzungen, eine weitere kurative
Therapieoption zu werden.
Das gro¨ßte Problem bei der Etablierung der Gentherapie beim Menschen stellt die be-
reits in der Einleitung beschriebene Antigenita¨t der Virusvektoren dar. Sie fu¨hrt einer-
seits zu destruierenden zellula¨ren Immunprozessen mit der Folge einer Hepatitis und
andererseits zur Bildung neutralisierender Antiko¨rper, die eine wiederholte Anwendung
der Gentherapie unmo¨glich machen [188, 51, 93].
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Virusvektoren der zweiten Generation zeigen
gegenu¨ber der ersten Generation eine deutlich herabgesetzte Antigenita¨t [51, 45, 191,
146]. Ein vollsta¨ndiges Ausbleiben von Immunreaktionen wird durch die Verwendung
dieser Vektoren jedoch nicht erreicht. Eine Erkla¨rung liefert die ts125–Mutation, die bei
37 ◦C nur partiell effektiv ist, so dass eine komplette Blockade der Expression spa¨ter
Gene nicht erreicht wird [45]. Dieses ko¨nnte durch den Einbau weiterer Mutationen in
den Virusvektor verbessert werden. Ein anderer Grund besteht darin, dass nicht nur
die Virusvektoren alleine, sondern auch die transfizierten Zielzellen als Antigene erkannt
werden. Eine Rekonstruktion des Virusvektors kann also eine Immunreaktion nicht voll-
kommen verhindern [51]. Es wurden deshalb Immunmodulatoren zur voru¨bergehenden
medikamento¨sen Immunsuppression zum Zeitpunkt der Injektion der Virusvektoren ein-
gesetzt. Die Untersuchungen von Ye et al. [195] zeigten, dass durch den Einsatz eines
monoklonalen Anti–CD4–Antiko¨rpers die Produktion antiviraler Antiko¨rper so weit re-
duziert werden konnte, dass auch wiederholte Injektionen der Virusvektoren zu einer
effektiven Expression des Transgens fu¨hrten.
Der beste Ansatz, die aufgezeigten immunologischen Probleme einer Gentherapie mit
adenoviralen Vektoren zu lo¨sen, scheint also eine Kombination aus der Verwendung bes-
ser konstruierter Virusvektoren und einer voru¨bergehenden medikamento¨sen Immunsup-
pression zum Zeitpunkt der Injektion der Virsuvektoren zu sein.
1998 wurde erstmals eine klinische Phase–I–Toxizita¨tsstudie fu¨r die Gentherapie des
OTC–Mangels beim Menschen begonnen. Es wurde eine dritte Generation von Adeno-
virusvektoren (Deletionen in E1 und E4) verwendet. Diese Vektoren zeichnen sich durch
eine noch geringere Expression von viralen Strukturproteinen und damit durch eine noch
geringere Antigenita¨t und Toxizita¨t aus. Die Effizienz der Transgen–Expression ist ver-
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gleichbar mit der zweiten Generation von Adenovirusvektoren [146]. Bedauerlicherweise
kam es bei der klinischen Studie zu einem ungekla¨rten Todesfall eines Patienten [98].
Es ist nicht klar, ob die Ursache des Todes eine u¨berschießende Immunreaktion auf die
verabreichten Viruspartikel war, die Vermutung liegt allerdings nahe.
Der Tod des Patienten sollte nicht dazu fu¨hren, die Gentherapie als mo¨gliche Behand-
lungsform des OTC–Mangels vollsta¨ndig in Frage zu stellen. Er sollte jedoch allen Betei-
ligten die Gefahren einer Gentherapie, insbesondere der Verwendung von Adenovirusvek-
toren, nochmals deutlich vor Augen fu¨hren und die Euphorie, eine neue, bahnbrechende
Therapie gefunden zu haben, etwas bremsen. Die Gentherapie ko¨nnte dennoch einen
Platz in der Behandlung des OTC–Mangels beim Menschen erhalten, wenn die deutlich
gewordenen Risiken in den kommenden Studien sorgfa¨ltig u¨berpru¨ft und kontinuierlich
beru¨cksichtigt werden.
Kapitel 6
Zusammenfassung
Fu¨r die schweren Formen des OTC–Mangels, des ha¨ufigsten angeborenen Harnstoff-
zyklusdefektes, existiert zur Zeit keine befriedigende Therapie. Da der Defekt fast aus-
schließlich in der Leber exprimiert wird, ko¨nnte eine somatische Gentherapie, ausgerich-
tet auf die Hepatozyten, eine kurative Therapieoption darstellen. Das spf ash–Mausmodell
ermo¨glicht, den korrigierenden Effekt der Gentherapie unter In–vivo–Bedingungen zu
analysieren.
Da der Erfolg der Gentherapie wesentlich von der mitochondrialen Importkapazita¨t der
transgenen OTC aus dem Cytosol abha¨ngt, wird in dieser Arbeit die mitochondriale
OTC–Konzentration bestimmt, die mit Transgenen unterschiedlicher Spezies erreicht
werden kann. Besondere Beru¨cksichtigung erfa¨hrt dabei die Abha¨ngigkeit der mitochon-
drialen Importkapazita¨t der transgenen OTC von spezies–spezifischen Unterschieden in
der Leadersequenz des OTC–Precursors. Außerdem wird der Einfluss der Gentherapie
auf sekunda¨re metabolische Vera¨nderungen des OTC–Mangels, wie die ATP–Verarmung
und die Vera¨nderung der CPS I–Konzentration, untersucht.
Im Wistar Institute, Institute for Human Gene Therapy, University of Pennsylvania
in Philadelphia, USA, transfizierten Ye et al. spf ash–Ma¨use mit Adenovirusvektoren,
die das komplette OTC–Transgen der Maus (Ad.mOTC), des Menschen (Ad.hOTC)
oder Hybride mit vertauschten Leadersequenzen (Ad.m–hOTC, Ad.h–mOTC) enthiel-
ten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird das Lebergewebe dieser Tiere am 4. Tag
nach Injektion analysiert und mit dem unbehandelter spf ash–Ma¨use und gesunder Kon-
trollma¨use verglichen. Ultradu¨nne Gefrierschnitte des Lebergewebes werden mit poly-
klonalen Antiko¨rpern gegen OTC, CPS I und ATPase(c) beschichtet und die Bindungs-
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stellen mit Immunogoldpartikeln im Elektronenmikroskop visualisiert. Die intrazellula¨re
Verteilung der Partikel wird morphometrisch quantifiziert. Das Lebergewebe aller Ma¨use
stellte das Wistar Institute zur Verfu¨gung.
Die Untersuchungen zeigen in den spf ash–Ma¨usen, die mit Ad.mOTC oder Ad.m–hOTC
behandelt wurden, einen Anstieg der mitochondrialen OTC–Konzentration auf das Dop-
pelte gegenu¨ber den Kontrollma¨usen und auf das Neunfache gegenu¨ber den unbehandel-
ten spf ash–Ma¨usen. Dieser Effekt wird mit den Vektoren Ad.hOTC und Ad.h–mOTC
nicht anna¨hernd erreicht.
Die Bestimmung der mitochondrialen CPS I–Konzentration ergibt einen Anstieg in den
unbehandelten spf ash–Ma¨usen gegenu¨ber den Kontrollma¨usen, der sich durch die Be-
handlung mit Ad.mOTC etwas verringert. Die mitochondriale ATPase(c)–Konzentration
ist demgegenu¨ber in den unbehandelten spf ash–Ma¨usen deutlich erniedrigt und kann
durch die Gentherapie mit Ad.mOTC auf den Wert der Kontrollma¨use angehoben wer-
den.
Die gentherapeutisch korrigierte OTC wird also sehr effizient in die Mitochondrien von
spf ash–Hepatozyten importiert, so dass die Voraussetzung fu¨r eine metabolische Kor-
rektur des OTC–Mangels gegeben ist. Auch sekunda¨re metabolische Vera¨nderungen,
die der OTC–Mangel nach sich zieht, scheinen ausgeglichen zu werden. Der genthera-
peutische Erfolg ist jedoch entscheidend von spezies–spezifischen Unterschieden in der
OTC–Leadersequenz abha¨ngig.
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